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BEITRAGE ZUR WIRKUNG DES INSULINS BEI 
GLEICHZEITIGER ANWENDUNG 
VON BLAUSAURE. 


VON 
NOBUO HOSODA. 


(Aus der II. mediz Klinik, Mediz. Akademie zu Osaka, 
Vorstand: Prof. 8S. Kozawa.) 


(Hingegangen am 24. Januar 1929) 


Hs ist eine feststehende Tatsache, dass Insulin den Blutzucker- 
gehalt im Organismus herabsetzt. Was aber die Wirkungsmechanik 
des Insulins anbetrifft, so ist dieselbe noch nicht geniigend klar- 
gestellt, obwohl zahlreiche Untersuchungen dariiber von vielen 
Autoren yvorgenommen worden sind. Der Abbau der Kohlen- 
hydrate im Muskel geht nach den miihsamen Arbeiten von 
Meyerhof und Hill (1923) dem folgenden Schema entsprechend 


vor sich: 


Glykogen <Diastase 

Ciat ose «<-Glykolyse 
Milchsiure + Oo + HsPOx4 <— Phosphatese 

Pei ieocecionoephoreaure--C 0. HL0 <Phosphatase 
AUmcaltads + H3sPO4 < Di-Polysacharese 
Clylogen 


Brugsech und seine Mitarbeiter (1925) haben zuerst ein- 
eehend studiert, in welecher Weise Insulin sich an der chemischen 
Umsetzung des Zuckers im Organismus, wie es Meyerhof betreffs 
der Muskeln festgestellt hat, beteilige, und sind zu der Auffassung 
gelangt, dass Insulin eine Kinase sei, welche die Phosphatese d.h. 
das einzige Atmungsferment eines oxydativ-synthetischen Vor- 
ganges der Milchsiure tiber Hexosediphosphorsdure zu Glykogen, 


aktiviere. 


DOA. N. Hosoda: 


Virtanen (1926) kam auf Grund seiner Versuche tber 
Milehsiiuregiirung zu der Ansicht, dass Insulin eine Ko-zymase 
sei, indem es den Zuckerabbau im Organismus férdert und die 
Zymophosphatbildung aktiviert. Schematisch lasst sich seine Auf- 
fassung folgenderweise ausdriicken. 


| Glukose 
| Ko-Zymasewirkung Insulinwirkung 
| Hexosediphosphat 
Glykogen 
t Unbekannte 3-Kohlenstoffverbindungen 
| ee 
Milchsaure 


Dagegen fanden Euler und Myrbaeck (1925), dass Insulin 
bei Versuchen, die mit ko-fermentfrei gemachter Hefe angestellt 
wurden, seine eigentliche Wirkung nicht zu entfalten vermag. 
Doch vermochten sie nicht zu leugnen, dass irgendein Zusammen- 
hang zwischen dem Insulin und dem Phosphatumsatz bestehe. 

Anderseits ist bekannt, dass die Blauséure auch in minimaler 
Konzentration sowohl die Fermentwirkung als auch die Atmung 
des Organismus hemmt. Lipschitz (1920) stellte in Vitro fest, 
dass jene die Zellatmung zum Stillstand bringt. Nach Warburg 
(1921) soll die Zellatmung eine Hisenkatalyse sein, indem das im 
Gewebe vorhandene Eisen bei der Atmung die Hauptrolle spielt 
und durch die Blausaure in eine zur Sauerstoffiibertragung un- 
fahige Form tibergeftihrt wird. Auch Ogata (1924) schloss auf 
Grund seiner Untersuchungen, dass die Blauséiure bei der Atmung 
hauptsachhch die Sauerstoffverwertung der Zellen angreift. 

Von der Tatsache ausgehend, dass Insulin und Blausiure 
gegen die Oxydation des Organismus eine entgegengesetzt Wir- 
kung entfalten, hat J. Szolnoki (1926) seine Versuche unter- 
nommen und bemerkt, dass man bei einem 24 Stunden lang mit 
Cyanid schwer vergifteten Kaninchen durch eine subkutane Injek- 
tion mit Insulin dessen Atmung eine Zeitlang zu normaler Hohe 
wieder herzustellen im Stande ist. 
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Auch ich habe auf Anregung von Prof. Kozawa foleende 
Experimente vor dem Erscheinen der Szolnokischen Arbeit aus- 
gefiihrt, um mich zu vergewissern, ob das Insulin die Phosphatese 
aktiviere, und ob das Insulin den Blutzuckerspiegel zu beeinflussen 
vermoge, wenn man die Blausiure gleichzeitig oder hintereinander 
appliziert. 


MrriopiscHes. 

Als Versuchstiere verwendete ich gesunde Kaninchen, die 
vorher 24 Stunden lang dem Hunger ausgesetzt waren. Bei den 
Experimenten wurden das Insulin aus Toronto und 1ige 
wasserige Losung von Blausiure von Merck, die jederzeit frisch 
hergestellt wurde, immer subkutan injiziert. 

Die Blutzuckerbestimmung geschah nach Folin und Wu, 
indem ich die Ohrvenen priparierte und das Blut in ein Reagenz- 
rohr tropfen liess. 


RESULTATE. 


Meine Resultate sind zur Vereinfachung in Tabellen nieder- 


geleet. 


Pale to (25 1G.) 


Blutzuekergehalt vor und nach Injektionen von: 


Kontrolle 
; nur aan te ae oe8 oe 
Stunden joo ecm KC eT : dann nach 15 Minuten 
(iopice Les.) | oo oH imsalit |" 9 3 EL Insulin 
vor d. Jnj. 0,104 % 0,112 % 0,093 vA 
1 Std. nach d. Inj. 0,128 0,055 0,073 
2 ” os 0,134 0,064 0,055 
3 Ae AA 0,125 0,055 0,044 
4 ot er 0,124 0,054 0,070 
5 6 + 0,127 0,086 0,078 
6 re y 0,126 0,112 0,094 
ti 1G ee 0,124 0,120 0,150 


Bemerkung Es traten keine merklichen Vergiftungssymptome ein. 


N. Hosoda: 
Ergebnisse: Cyankalium ruft Hyperglykamie, Insulin Hypo- 


elykiimie, und Cyankalium und dann 15 Minuten spater injiziertes 
Insulin ebenfalls Hypoglykamie hervor. 


Pall 2 (22 4gs) 


Kontrolle A B C 
. YN « 
0,7 eem Byes Jo lae 2 Insulin nach Ere 
Stunden ue : 15 Minuten Insulin 
KCN Insulin 1 Stunde A sys 
Sond delete 0.6 ccm Cy gleichzeitig 
Insulin é “| gebraucht. 
vor d. Inj. 0,116 0,103 0,115 0,119 0,128 
TAs aco tos 0,069 0,150 0,069 0,135 
Gasinige 
Oey ss 0,121 0,055 0,125 0,041 0,084 
3. os ” 0,041 0,069 0,054 0,045 
OE 0,228 0,056 0,070 0,060 0,061 
D 9 ” 0,202 0,120 0,083 0,127 0,073 
@ 53 6 0,179 0,110 0,079 0,117 0,105 
© a9 55 0,112 0,116 0,095 0,127 0,117 
3 6 5 0,106 0,095 0,138 0,128 
heftiger heftiger 
Krampéf 5 Krampf10 | kraftlos nach Krampf 
Bemerkung| Minuten Minuten KCN- nach KCN- 
nach d. nach d. KCN-| Injektion. Injektion. 
Injektion. Injektion. 


Ergebnisse: A. Ganz gleich wie I. Fall. B. Insulinhypo- 
glykamie wird durch KCN wieder zur Norm, sogar zu etwas 
hoherem Wert zuriickgebracht. C. Bei gleichzeitigen Injektionen 


von Insulin und KCN tritt nur Insulinwirkung auf. 
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Fall 3 (2,5 Kg.) 


Kontrolle A B 
« = som KAN. erst 3,8 E.H. 
Stunden es ee. “nao 30 Mk ae Insulin nach 
KCN Insulin en muten 1 Stunde 
3,8 E.H. Insulin pe Se 
0,65 ceem KCN, 
vor d. Inj. 0,134 0,146 0,141 0,103 
1 Std. nacl 3 
4. Inj. 0,106 O22 0,085 0,099 
aie sy 0,143 0,074 0,041 0,040 
Bag a 0,146 0,045 0,041 0,026 
Ae 5 ms 0,265 0,052 0,072 0,059 
3) Ee 5 0,261 0,065 
Gaas. % 0,262 0,075 
Cs 0,208 0,080 
kraftlos nach heftige Krimpfe 
KCN-Injktion ; 15 Minuten nach 
kerattlos heftiger Krampf KCN-Injektion 
a 20 Minuten 2% Stunden nach und 2 Stunden 
Bemerkung fash dee Insulingabe und nach Insulin- 
Injektion 20 ecem. 10%ige injektion ; 

: Traubenzuckerlos. 20 eem. 10%ige 
subkutan Traubenzuckerlos. 
gebraucht. subkutan. 

Ergebnis: Ganz gleich wie II. Fall. 
g g 
Aus den oben beschriebenen Resultaten ersieht man, dass 


Blausdiure im Organismus eine Hrhdhune des Blutzuckergehaltes 
verursacht, die aber durch die Insulingabe nicht nur wieder zur 
Norm sondern auch weit tiefer herabgesetzt werden kann. Wenn 
das Insulin wirklich die Kinase der Phosphatese ware, was Brugsch 
und seine Schiiler behauptet haben, so kénnte es keinen Hinfluss 
auf die durch Blausiure hervorgerufene Hypereglykimie ausiiben, 
weil die Phosphatese schon durch Blausaure vergiftet ware. 
Somit sehe ich mich zum Schluss veranlasst zu glauben, dass 
im Hinklane mit der Angabe von Euler und 


das Insulin 
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Myrbiick, mit der Ko-zymase der Hexosediphosphatbildung nicht 
identisch sein kann. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Blausiureinjektion beim Kaninchen ruft Hyper- 
elykamie hervor. 

2. Die dureh Blausiureinjektion verursachte Hyperglykamie 
kann durch Insulingabe wieder zur Norm oder noch tiefer herunter 
eedriickt werden, was man beim normalen Kaninchen beobachtet 


hat. 


9 


3. Auf Grund dieser Ergebnisse kann man wohl sagen, dass 
das Insulin nicht der Aktivator der Hexosediphosphatbildung ist. 
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EXPERIMENTELLE VERSUCHE UBER DAS 
BLUTAMMONTAK. 


VON 


SUGIZO KARAZAWA. 


(Aus der II, medizinischen Klinik der med. Akademie zu Osaka. 
Vorstand: Prof. S. Kozgawa.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1929.) 


Obgleich die Untersuchungen vieler Autoren iiber den Am- 
moniakgehalt im Blute von verschiedenartigen Tieren kurz nach 
einander erschienen sind, unterliegen doch die in der Literatur 
angegebenen Zahlen immer mehr oder weniger einer Schwankung, 
die je nach der Verschiedenheit der Bestimmungsmethode_ be- 
sonders ins Auge fallend ist. 

Der Bequemlichkeit halber méchte ich die bisher publizierten 
Resultate in der Tabelle anfiihren. 

Da der Ammoniakegehalt des Blutes der verschiedenen Tiere 
im normalen Zustande, wie die Tabelle zeigt, immer schwankend 
ist, so findet man ohne weiteres eine noch hohere Differenz unter 
pathologischen Verhaltnissen; so betragt er nach der Angabe von 
Nash und Benedict (1921) beim normalen Hunde 0,03-0,14 
me./dl und zeiet beim nephrectomierten einen noch niedrigeren 
Wert. Der Wert des Ammoniakgehaltes im Blute, welches den 
Nierenvenen entnommen ist, ist viel grosser als der im Blute aus 
dem anderen Kreislaufsystem desselben Tieres. Von dieser Tat- 
sache ausgehend, haben sie behauptet, dass das Ammoniak zuerst in 
der Niere gebildet und dann im ganzen Korper cireuhert wird. 

Unter Beriicksichtigung dieser Behauptung von Nash. und 
Benedict, dass die Niere der Herd sein soll, wo die Ammoniak- 
bildung stattfindet, hat Russel (1923) die Blutammoniakmenge 
im Blut von schweren Nephritikern mit hochgradiger Azothamie 
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TABELLFE. 
Tier Arterien Con ae ee 
Nr. | Autorname. | Jahrg. ae 5 “| Venenblut. des Blut- 
8+) arten. blut. OTe 
1 | Nencki und Aorta. 0,28-0,3 mg/dl 
Zaleski. 1901 | Hund. Pfortader 101-108" ,, 
2 | Horodynski, i 
Salaskin u.} 1902 | Hund. | Aorta. 0,21-0,65_,, 
Zaleski. Pfortader 1,01-2,44 ,, 
es 
3 | Folin. wee Hund. | Aorta. 0,5-0,6 ,, 
4 | Wolf und ; “py _ 
eanioee. 1910 | Rind. Aorta. 1,7-5,96 _,, 
5) | Carlson u. 1909- | Katze. | Aorta. eo 5 
Jacobson. 1910 | Fuchs. | Aorta. 2,39 
6 | Medwedew. 1911 | Hund. | Aorta. 0,47-0,64 ,, 
7 | Folin und 1912 | Katze. | Aorta. 0,03-0,08 ,, 
Denis. vendses Blut 
im Perito- 0,05-0,77_,, 
neum des 
Diinndarms. 
vendses Blut 
im Perito- 0,44-1,60 ,, 
neum des 
Dickdarms. 
‘ Pfortader 0,10-0,35 ,, 
Mathews u. z Arterien- ss 
Miller. 1913 | Hund. eat 0,35 “9 
; 1913- | Fisch- 
oy Dears: 1914 | blut. 10-555 
ae , = Arterien- 
10 | Jacobson. 1914 | Katze. Lge: 0,4-1,2 A 
3 = Arterien- 
ib Rhode. 1915 Hund. mine 0,28-0,72 , 
12 | Gettler u. 
Baker. 1916 | Mensch. Venenblut. 0,4-1,1  ,, 
» | Kanin- 
13 | Bang. tLe en! (ereren 
14 | Henriques Hund. Venenblut. 0,21--0,44 ,, 
u. Hansen.}| 1917 
Ziege Venenblut. 0,16-0,29 ,, 
r, Arterien- 
Katze. lan, 0,16 x 
Kanin- | Arterien- : a 
chen. blut. 0,2-0,42 _,, 
Mensch. Yenenblut. 0,1-0,48 ,, 
15 | Morguli 
eo yane 1919 | Mensch. Venenblut. 0,14-0,3 5 
16 | Barnett. 1917 | Mensch. Venenblut. | entweder zeit- 
weise negative 
Resultate oder 


0,07-0,15 
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dem Blute Gesunder verglichen, aber mit keine nennenswerte 
Abweichunge gefunden. 

Henriques und Mitarbeiter (1917-18) haben im Gegensatz 
zu Nash und Benedict auch keine Abweichung zwischen der 
Ammoniakmenge im arteriellen und vendsen Blute des Hundes 
konstatiert. 

Parnas und Heller (1924) haben behauptet, dass Blut- 
ammoniak hauptsachlich aus roten Blutzellen und in sehr geringer 
Menge aus Blutserum stammen koénnte, indem sie nachwiesen, 
dass das Ammoniak in Blut, welehes man im Reagenzeglas stehen 
lasst, sich allmahlich vermehren kann. 

Nach den vorstehenden Angaben erscheint es zweifelhaft, dass 
immer irgendein Zusammenhang zwischen dem Blutammoniak und 
der Niere besteht. 

Seit eimigen Jahren habe ich auch an der Untersuchung der 
Nierenfunktionen auf diesem Gebiete weiter gearbeitet und fiihre 
die da erhaltenen Befunde des Ammoniakgehaltes im Hundeblute 
in folgendem an. 


METHODIK UND RESULTATE. 

Die Bestimmunesmethode der Ammoniakmenge im Blute ist 
die nach Folin und Denis, wie auch Nash und Benedict sie 
benutzt haben. Als Versuchsanordnung habe ich zuerst zur Ver- 
eleichunge das Ammoniak in normalem Hundeblute, welches aus 
Aorta, Halsvene, Vena cava inferior und Nierenvenen entnommen 
wurde, und dann in Blut aus Nierenvenen der linken entnervten 
(d.h. nach etwa 3 cem langen perivasculairen Neurektomie der Nie- 
renarterie) und anderen gesunden Niere bestimmt. 

Versuch TI. 

linkes Nierenvenenblut, 0,163 mg/dl. 
rechtes Vorhofsblut, 0,127 mg/dl. 

Versuch II. 

Das Blut ist dem unteren Teile der Kinmiindungsstelle der 
Nierenvenen in der Vena cava inferior aufgenommen. 


’ 
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Vena cava inferior, 0,072 mg/dl. 
Nierenvenen, 0,17 me/dl. 
Halsarterienblut, 0,037 mg/dl. 
Bauchaortablut, 0,033 mg/dl. 
Versuch III. Hund mannl. 
Blut aus Vena femoralis, 0,0283 mg/dl. 
Halsarterienblut, 0,0297 mg/dl. 
linksseitiges Nierenvenenblut, 0,1255 mg/dl. 
Bauchaortablut, 0,045 me/dl. 


Versuch IV. 
Das Blut wurde durch Laparotomie mit Hilfe einer Injek- 
tion von 25%iger Urethanlosung entgenommen. 


Nierenvenenblut, 0,116 mg/dl. 
Blut aus Vena cava inferior, 0,08 mg/dl. 
Bauchaortablut, 0,044 me /dl. 


Versuch V. 


Zeitpunkt, 45 Tage nach der Entnervung der linken Niere. 


Aortablut, 0,014 me/dl. 
Blut aus Vena cava inferior, 0,08 me/dl. 
Venoses Blut der rechten gesunden 

Niere, 0,138 mg/dl. 
Venoses Blut der linken entnervten 

Niere, 0,235 mg/dl. 


Versuch VI. 
Laparotomie mit Morphin-narkose. 


Halsarterienblut, 0,0175 me /dl. 

Biut aus Vena cava inferior, 0,065 me/dl. 

linksseitiges Nierenvenenblut, 0,186 me/dl. 
EPrKriseE. 


Wie man aus den oben beschriebenen experimentellen Be- 
funden tiber die Ammoniakmenge im Hundeblute ersieht, zeigt 
sich in allen Fallen, dass der Ammoniakgehalt im Nierenvenen- 
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blute der hdéchste, im anderen Venenblut der mittlere und im 
Aortenblute der geringste ist. 

So fanden sich im Nierenvenenblute beim normalen Hunde 
die Ammoniakwerte von rund 0,116 bis 0,235 mg., im Kérpervenen- 
blute 0,0283 bis 0,08 mg. und im Aortenblute 0,014 bis 0,045 me. 
in 100 ecm. Blut. Diese Ziffer stimmt mit derjenigen von Nash 
und Benedict tiberein. Es ist eine interessante Tatsache, dass bei 
einem Hunde, der 45 Tage lang nach der Entnervung der linken 
Niere noch lebt, die Blutammoniakmenge aus den Venen der 
entnervten linken Niere ausserordentlich hoher ist als die aus den 
anderen gesunden Nierenvenen. 


SCHLUSS. 

Der hochste Wert der Ammoniakmenge im Blute des Hundes 
findet sich im Nierenvenenblute und dann im Blute aus der Vena 
cava inferior, wahrend das Blut aus der Aorta in der Regel eine 
geringere Menge von Ammoniak und das Halsarterienblut am 


wenigsten enthalt. 


LITERATUR. 


Bang, (1916): Biochemische Zeitschrift. 72, 144. 
Barnett, (1917): J. Biol. Chem. 29, 459. 
Carlson u. Jacobson, (1909): American Journ. of Physiol. 25, 403. 
Denis, (1913): J. Biol. Chem. 16, 289. 
Folin, (1902): Z. physiol. Chem. 37, 161. 
Folin u. Denis, (1912): Journ. of biol. chem. 11, 161, 527. 
Gettler u. Baker, (1916): Ebendaselbst. 25, 211. 
Henriques u. Hansen, (1917): Bioch. Z. 78, 297. 
a (1918): Ebendaselbst. 80, 297. 
Horodynski, Salaskin und Zaleski, (1902): Zeitschrift f. physiol. 
Chemie. 35, 246. 
Jacobson, (1914): J. Biol. Chem. 18, 133. 
Mathews u. Miller, (1913): Ebendaselbst. 15, 87. 
Medwede, (1911): Zeitschrift f. physiol. Chemie. 72, 410. 
Mongulis u. Jahr, (1919): Journ. of biol. chem. 38, 435. 
Nash u. Benedict, (1921): Ebendaselbst. 48, 463. 
Nenck und Zaleski, (1901): Zeitschrift f. physiol. Chemie. 33, 193. 


394 


S. Karazawa. 


Parnas u. Mitarbeiter (1924): Biochemische Zeitschrift. 152, 1. 


(1925) : 


+” 


” (1925 NE : 


(1926) : 


Rhode, (1915): Ebendaselbst. 21, 325, 
Russel, (1923): Biochem. Ou, Iz, 9/2), 


Wolff und Mar iott, (1910): 


Biochem. 


Zeitschrift. 26, 165. 


155. 
159, 
169, 


247, 
298. 


255, 


The Journal of Biochemistry, Vol. X, No. 3. 


UBER DIE WIRKUNG DER ELEKTROLYTEN AUF 
DIE GLYCEROPHOSPHATASE. 


Von 


KENTARO INOUYE. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 19. Dezember). 


Uber den Einfluss der Chemikalien auf die Glycerophosphatase 
aus Aspergillus orizae habe ich schon voriges Jahr Bericht erstattet. 
Unter den Elektrolyten war die Wirkung des NaF eine auffallende. 
Es hemmt selbst in sehr veriinnter Losung die Fermentwirkung und 
schiebt das Ph-Optimum auffallenderweise zu der weniger sauren 
Reaktion. Die Wirkune der anderen Ionen war nicht deutlich. 
Jedenfalls schien der Versuch auzudeuten, dass dieses Ferment 
unter den Bedingungen seine optimale Wirkuneg in verschiedener 
Aciditét austiben kann. Kobayashi (1927) gelang es, das Fer- 
ment durch Adsorptionsmethode von einer Art Paralysator, der 
X-Substanz, zu befreien, und sah, dass das gereinigte Ferment nun 
das Optimum in weit mehr saurer Reaktion besitzt. Dieses Hr- 
geebnis wurde spadter von mir (1928) festgestellt. Wenn die X- 
Substanz vollstandig weggenommen wird, wirkt nun das Ferment 
optimal bei Ph2.8. Die Ph-Aktivitatskurve des Ferments zeigt 
nun eine typische Form, die Dissoziationskurve von Pk 4.8. Durch 
den Zusatz der X-Substanz kann das Optimum .entlang dieser 
Kurve zu beliebiger <Aciditaét verschoben werden. Das nicht 
gereinigte Ferment wirkt optimal bei Ph 5.6. Das gereinigte Fer- 
ment wird durch die aquivalente Menge der X-Substanz so beein- 
flusst, dass es bei Ph 5.6 wieder in den Besitz seines Optimums 
gelanet. Bei dieser Aciditaét wirkt das Ferment, sowohl frei von 
der X-Substanz als auch mit ihr zusammen, fast in gleichem Betrag. 
Jedenfalls bietet die umkehrbare Verschiebung des Optimums 
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innerhalb des so weiten Aciditiatsbezirkes grosses Interesse. Unsere 
X-Substanz weicht also in ihrer Wirkungsweise ein wenig ab 
von der Definition des Paralysators in der Fermentlehre. Seine 
Wirkune kommt zu Tage, ertens durch ihr relatives Mengen- 
verhiltnis zu dem Ferment und zweitens durch die Aciditat des 
Mediums. Die beiden Momente sind untrennbar. Eine kleinere 
Menge der Substanz iibt cine deutliche Hemmung bei einer 
Aciditaét aus, aber bei+ einer anderen Aciditat kommt fast keine 
Beeinflussunge zum Vorschein, selbst mit einer grdsseren Menge. 
Die Wirkungen der Paralysatoren und auch der Aktivatoren, 
welche in der Fermentlehre und anderen biologischen Gebieten 
auseinandergesetzt wurden, sollen in Zukunft noch genauer studiert 
werden. 

Die Wirkung der Chemikahen auf die Glycerophosphatase 
wurde nun mit dem geremigten Ferment untersucht. Die Fer- 
mentlosung wurde in derselben Weise hergestellt, wie ich in der 
vorigen Mitteilung bei der Ermittlung der Ph-Aktivitatskurve 
angegeben habe. 

Die Versuchsanordnung war wie folgt: 


0,5% Glyeerophosphat 25 eem 

Puffer 10 eem 

Wasser (oder Salzlosung) 5 eem 

Fermentlosung 10 eem 
a rpee ee 

50 eem 


Da die Aktivitat der Fermentloésung, je nach dem Bedarf 
hergestellt, nicht durch die ganzen Versuche gleich war, wrrde 
der Kontrollversuch bei jedem Protokolle angegeben. Man sieht 
im folgenden, dass die Fermentlésung jedesmal vollstindig oder 
bemahe von Verunreinigungen befreit worden war. 

Die Phosphorbestimmung wurde durch die ganzen Versuche 
nach Briggs ausgefiihrt. Die in den Protokollen angegebenen 
Zahlen bedeuten P in mg in 0,83 cem der Versuchslésungen. Ph 
elektrometrisch. Temperatur der Fermentversuche 37°C. 


=> 
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In den Versuchen iiber den Einfluss der Elektrolyte wurde 
die Wassermenge in der oben erwihnten Versuchslésune durch 
dasselbe Volum der Salzlosung ersetzt. Die Aciditit wurde 
selbstverstandlich in dem ganzen Gemisch nach der <Anstellune 
jedes Versuches bestimmt. 


Versuch J. 

Die Wirkung des Fluorids wurde zuerst ‘untersucht, weil das 
Salz bei dem nicht gereinigten Fermente iiberhaupt einen stark 
hemenden Einfluss ausitibte. In dem vorliegenden Versuch war 
die Konzentration des Zusatzes zuerst 0,00625 Mol. 


Anorg. Phosphor in mg. 


Zeit 12 a 4 9 a 
Ph lo Std. 1 Std. 2 Std. 
ae : 
2,62 0,00000 0,00000 0,00000 
5,14 0,00314 0,00465 0,00800 


Der als Kontrolle angestellte Versuch ergab folgendes Resultat : 


Anorg. Phosphor in mg. 


a mie 
a ay Yy Std. 1 Std. 2 Std. 
. os 
3,74 0,0250 0,0450 0,0800 
4,75 0,0148 0,0253 0,0460 
5,51 0,0061 0,0117 0,0263 


Aus dem Hauptversuch ersieht man, dass bei Ph 2,62 das 
Ferment nicht mehr wirkt, dass aber bei Ph 5,14 seine Wirkung, 
obwohl bedeutend gehemmt, doch vorhanden ist. Es lasst uns an 
die Wirkung des Paralysators, der X-Substanz, denken. Aber die 
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Hemmungsweise des Fluorions ist etwas anders, wie es in den 
folgenden Versuchen mit derselben Fermentlésung veranschaulicht 
wird. 


Versuch 2. 


Die Konzentration des zu zusetzenden NaF wurde zu 1% 
verringert ; 0,00125 Mol. 


Anorg. Phosphor in mg. 


aa Saee % Sta. 1 Std. 2 Sta. 
seed 

2,52 0,0034 0,0066 0,0123 

4,01 0,0014 0,0028 0,0055 

5,37 0,0036 0,0071 0,0130 

5,88 0,0052 0,0100 0,0186 

6,27 0,0028 0,0055 0,0106 


Im Gegensatz zu dem vorigen Versuch sieht man ausser der 
besseren Wirkung der Phosphatase noch das auffallende Ergebnis, 
dass die Phosphorsaureabspaltung bei Ph 2,53 einen hoheren Betrag 
als bei Ph 4,01 erreicht hat. Das Verhaltnis ist noch klarer 
geworden, als die Konzentration des Fluorions noch verdiinnt 
wurde, namlich 0,00063 Mol. 


Versuch. 3. 


Durch die Verminderung des Fluoridzusatzes wurde der Hem- 
mungseinfluss, obwohl noch gut vorhanden, doch etwas verringert. 
Das war schon aus der zufallig mit dem vorigen Versuch iiberein- 
stimmenden Aciditat, Ph 5,37, ersichtlich. Die Wirkung bei Ph 
2,69 nahm aber enorm zu, und das Ferment wirkte in dieser 
Aciditat weit besser als bei Ph 3,39 und sogar bei Ph 5,70. Es 
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0,00063 Mol. Nak 


Anorg. Phosphor in mg. 


- Zeit Wy Std. 1 Std. 2 Std. 
2,69 0,0127 0,0224 0,0411 
3,27 0,0045 0,0093 | 0,0179 
B539 0,0039 0,0074 0),0157 
4,37 0,0046 0,0093 0,0179 
5,36 0,0059 0,0120 0,0228 
5,70 0,0071 0,0125 0,0240 


traten also in diesem Fall unter der NaF-Wirkune deutlich 2 
Optima hervor. 
Versuch 4. 

Die Wirkung des Sulfations war auch interessant. Bei dem 
unbehandelten Ferment in der vorigen Mitteilune habe ich keinen 
merklichen Einfluss beobachtet. 

3e1 dem gereinigten Ferment war der Vorgang ein anderer. 
Eine eigentiimliche Hemmung wurde beobachtet, und seine Wir- 
kunesweise war abnlich dem fraglichen Paralysator, der X-Sub- 
stanz, in der vorigen Mitteilune. 

Bei Ph 5,2-5,3 sieht man in sdémtlichen Fallen mit ver- 
schiedenem Zusatz von NasSO, fast den gleichen Betrag der Phos- 
phorsdureabspaltung. Die Wirkung des Sulfations zeigte sich in 
der mehr sauren Reaktion. In Ph 3,4-3,5 wurde die Hydrolyse, 
je nach der steigenden Konzentration des Sulfations, immer mehr 
herabgesetzt. 

Was die endliche Konzentration des Sulfates betrifft, ist sie 
zehnmal diinner als die in den Protokollen angegebenen. Das 
Ferment wirkt in der 0,05 Mol. Konzentration von NasSO, bei 
Ph 3,35 weniger als bei Ph 5,26. Schliesshch war bei der 0,02 Mol. 
Konzentration die Fermentwirkune in beiden Aciditaten beinahe 
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| | 

NaeSO. Ph | 1% Std. 1 Std. 2 Std. 
: Fi | - : ; > } ny Kp 
0,5 Mol. } 280 | 0,0073 0,0146 0,0276 
Ao | 0,0113 0,0210 0,0376 

5,26 | 0,0042 0,0083 0,0164 

0,2 Mol. | 3,50 0,0108 0,0209 0,0377 
5,33 0,0118 0,0221 0,0393 

0,1 Mol. 3,41 0,0172 0,0355 0,0660 

; | | 
5,33 0,0115 0,0218 0,0396 
~ PPS wR - 

0,01 Mol. 341 | 0,0211 0,0425 0,0730 
5,33 0,0121 0,0220 0,0407 

Ph 1% Std. 1 Std. 2 Std: 

Kontrolle | 3,41 | 0,0302 0,0582 | 0,0916 
539° 0,0118 0,0226 | 0,0406 


gleich. Das Ph-Optimum scheint zwischen diesen beiden Ph vor- 
handen zu sem. Aber bei der herabgesetzten Konzentration des 
Natriumsulfates, naimlich 0,01 und 0,001 Mol., wirkte das Ferment 
in Ph 3,4 weit besser als in Ph 5,3. Nach diesem Ergebnis kann 
man die Lage des Ph-Optimums nicht genau angeben, aber man 
darf wohl annehmen, dass sie, je verdiinnter die Sulfatkonzentra- 
tion war, sich desto mehr zu der sauren Reaktion verschob. Das 
war auch der Fall bei der friiher untersuchten X-Substenz. In 
diesem Punkt stimmte die Sulfatwirkung mit dem Fluor iiberein, 
aber cie Verschiedenheit bestand darin, dass das letzt genannte 
Ton in der weit verdiinnten Konzentration genug effectiv war und 
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sich in der hohen Aciditit, wie Ph 2,7, ein zweites Optimum 
zeigen liess, als seine Konzentration noch stark verdiinnt und nicht 


hinreichte, um die alleemeine Hemmune auszuiiben. 


Versuch 5. 
Durch Oxalat wurde die optimale Aciditit auch zu der weniger 


sauren Reaktion verschoben. 


Oxalat Ph Ey 14 Std 1 Std. Zetas 
0,2 Mol. Sell Spur 0,004.24 0,00820 
5,58 0,00785 0,0157 0,0282 
0,02 Mol. R77 0,0108 0,0185 0,0378 
5,58 0,0093 0,0185 0,0348 
0,002 Mol. Syl t 0,0255 0,0495 0,0783 
5,58 0,0082 0,0165 0,0295 
Kontrolle Bula 0,0307 0,0524 0,0985 
5,56 0,0080 0,0175 0,0325 


Soweit ich untersuchte, konnten keine Hinfliisse durch Kalium- 
chlorid (0,2 Mol.), Caleiumehlorid (0,2 Mol.), Eisenechlorid (0,2 
Mol.), Natriumnitrat (0,2 Mol.), Natriumnitrit (0,02 Mol.), 
Natriumarsenat (M/20), Borséure (0,01 Mol.) und Glycerin (80% ) 
veranschaulicht werden. Ph wurde colorimetrisch ermittlt, als 
bei den Arten der Salze die elektrische Methode versagte. 

Die hier angegebene Konzentration der Chemikalien bedeutete 
die der zugesetzten Loésung, und in den Versuchslésungen war jede 
Konzentration auf das 10 fache verdunnt. 

Beziiglich der fehlenden Hemmung des Phosphations wurde 


schon friiher eine Untersuchung angestellt. 
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Versuch 6. 

Kabayashi hat die Natur der Glycerophosphatase auf 
Aspergillus oryzae als Ampholyte bezeichnet. Die elektrochemis- 
sche Natur des Ferments kénnte aber nicht bloss von dem 
Ferment selbst, sondern auch von dem damit durch Adsorption 
verbundenen Stoff bedinet sein. Die typische Ph-Aktivitatskurve, 
welche ich bei diesem Ferment erreichte, und deren Dissoziations- 
konstante ich als Pk 4,8 bezeichnet habe, und die anodische 
Wanderung des Ferments in dem elektrischen Felde, welche von 
Kobayashi beobachtet und auch von mir bestatiet wurde, konnten 
darum nur einer zufalligen Beimeneune zugeschrieben werden, 
die mit dem Ferment eine Adsorptionsverbindung herstellt. Es 
war aber wirklich nicht der Fall, wie der foleende Versuch ereibt. 

Ich habe das gereinigte Ferment auf Glycerophosphat bei 
Anwesenheit von Eiweisse einwirken lassen. Die EHiweisslésung 
wurde durch das Losen des Eiereiweisses aus einem Hiihnerei in 
200 ecm physiologischer Kochsalzlésune und Filtration hergestellt. 
Versuchsanordnung wie oben. 


KKontrole. Bei Hiweisszusatz. 
SS SS ee —— 
EEN SSS 2 Stdn. oy a ee 2 Stdn. 
2,63 0,092 0,140 2,88 0,087 0,144 
3,60 0,080 0,125 Sidi 0,079 0,127 
4,93 0,043 0,079 4,79 0,053 0,086 
5,90 0,025 0,037 5,99 0,020 0,035 


Das Experiment ergab, dass die Abspaltung des Phosphors 
von der Anwesenheit des Eiweisses ganz unabhingig war, und 
zwar, dass sowohl die Lage des Optimums als auch die Ferment- 
aktivitat in variiender Wasserstoffzahl keine Differenz gegen den 
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gleichzeitig ohne Hiweisszusatz ausgefiihrten Versuch zeigten. Es 
wurde selbstverstandlich vorher festgestellt, dass die Eiweisslésune 
weder eine Glycerophosphatase noch eine von unserer Phosphatase 
abspaltbare organischeebundene Phosphorsiiure enthielt. 

Trotz der indifferenten Wirkune des Hiweisses ergab sich 
durch Kataphoresenversuch, dass das Ferment an das Eiweiss- 
kolloidteilchen adsorbiert vorhanden war. Uberfiihrungsapparat 
von Kobayashi. Das gereiniete Ferment selbst wandert bei Ph 
3,79 und Ph 5,50 immer anodisch, wie Kobayashi (1928) an- 
gegeben hatte, aber als es der Eiweisslésunge beigemischt wurde, 
kehrte sich der Wanderunessinn ganz um. Das Ferment war 
unter solehen schwach sauren Reaktionen ausschliesslich in dem 
Raum der Kathodenseite nachzuweisen, und erst in alkalischer 
Reaktion wurde die anodische Wanderung beobachtet. Das Fer- 
ment war also an das Hiweiss adsorbiert gewesen und mit ihm 
zusammen tbergefitihrt. Wo das Ferment nach Kataphorese vor- 
handen war, da wurde das Hiweiss durch Trichloressigsiure nach- 
eewiesen und wo nicht, da war kein Hiweiss. Man kann aus dem 
Ergebnis wohl schhessen, dass die elektrochemische Natur der 
gereinigten Glycerophosphatase, die uns ihre Ph-Aktivitaétskurve 
anzeigt, nicht von irgend einem beigemeneten Stoff, sondern von 
dem Aufbaubestandteil des Ferments bedingt ist. 

Nach der Angabe von Kabayashi ist die X-Substanz, der 
Paralysator, dialysierbar, kochbestindig und mit Blei fallbar, aber 
sie vertrégt Veraschung nicht. Ich habe die Mittelkammer des 
Elektrodialysenapparats von Pauli mit der X-Substanzlosung und 
die seithichen Hlektrodenriume mit destilliertem Wasser gefiillt 
und durch das System elektrischen Strom geleitet. Die Hlektro- 
denfliissigkeiten mussten dabei zeitweise mit destiliertem Wasser 
vertauseht werden, um dem Bruch des Pergamentpapiers durch 
entstandene Siaure oder Alkali vorzubeugen. 

Die gesammelte Elektrodenfliissigkeit an den beiden Polen 
wurde neutralisiert mit HCl oder NaOH und auf das Volum der 
Mittelkammer konzentriert. Bei dem Versuch mit den elektro- 
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dialysierten Lésungen wurde die Wirkung der X-Substanz nur in 
der Anodenfliissigkeit beobachtet. Es wurde dadurch festgestellt, 
dass die aktive Substanz in der Losung negativ geladen war und 
ihrer elektrochemischen Natur nach mit dem oben erwahnten Fluor, 
Oxalat, Sulfation zu derselben Gruppe gehérte. Die Analyse der 
Anodenlosung ergab eine gute Menge Phosphat- und Chlorion, aber 
nur eine Spur Sulfat- und Nitrition. 

Kobayashi deutete die Wirkung der X-Substanz als Salzbil- 
dung zwischen dieser Substanz und der basischen Gruppe des 
Fermentampholyten. Die Wirkung der oben erwahnten Salze 
kann auch analog erklart werden. Es ist ein spezifischer Fall 
von dem Dissoziationszustand des Ampholyten bei wirklcher Salz- 
bildung, der von Michaelis (1922) beschrieben wurde. Wir 
bezeichnen mit 


PONG Nc ttc ie ace ee Die Gesamtkonzentration des Fermentampholyten ; 
at| und [a~]|..Die Konzentration der als Kation resp.Anion dis- 
sozierten Ionen desselben ; 


Beye eee ee es Die Konzentration der freien undissozierten Fer- 
mentmolekiile ; 

Ce ee eee ee Die Konzentration des Salzes, welehes der Am- 
pholyt als Base mit dem Elektrolytenanion bildet ; 

bee ee eee te Die Dissoziationskonstante des Salzes; 

KX, und K, ....Die beiden Dissoziationskonstanten des Ferment- 
ampholyten als Saure und Base; 

pic Se Men ett Die Konzentration des Anions des zugesetzten 
Elektrolyten. 


Die Definition und das Massewirkungsgesetz erfordern ; 


fave k ay 
[a*]e (OH = Ky (al 
[oes hii Kents 
la} +[a*]+[a-]+[s]=[8] 
[EA POET Sake 


Wirkung der Elektrolyten auf die Glycerophosphatase. AD5 


Dissoziationsresterad ist also 


ees ee 
CRA ces Pe 1 72 li) 
large ce a) 


Die Dissoziationsrestkurve des Ampholyten wird nun so 

modifiziert, als ob die Kationdissoziationskonstante auf (1+) 

Wp 
vergrossert witirde. Die Aniondissoziationskonstante bleibt un- 
verandert. Es eibt keine wahre Salzbildune zwischen dem 
Ampholytenanion und dem Kation des zugesetzten Elektrolyten. 

Mit der Zunahme des Zusatzes wird der Factor a+e) 
vererossert, und daher kommt es, dass die Lage des maximalen 
Dissoziationsgrades immer nach der weniger sauren Reaktion ver- 
schoben und die Hohe des Maximums dementsprechend herabgesetzt 
wird. 

Den typischen Fall hat man bei Sulfat gesehen. Bei dem 
Fluorid war das Verhaltnis nicht so einfach. Ich mochte aber 
auch bei dem Fluor prinzipiell diesselbe Wirkungsweise wie beim 
Sulfat annehmen. Der Unterschied war ausschhesslich bei Ph 2,6— 
3,9 vorhanden. In dieser Aciditat wurde die Fermentwirkung 
dureh Sulfatzusatz immer stirker herabeesetzt, dagegen durch 
Fluor nicht so betraechtlich, wie es in ein wenig verminderter 
Aciditat der Fall war. Diese Beschréankung des hemmenden Ein- 
flusses der Fluornatriums soll sich auf die relativ schwache Saure- 
natur der Fluorwasserstoffsiure beziehen. Die Zunahme der 
Wasserstoffzahl soll die Dissoziation der in der Losung gleichzeitig 
gebildeten Fluorwasserstoffsiure hemmen und folglich die Ver- 
minderung des Fluorions verursachen. Daraus folgt, dass die 
Fluorwirkung in solcher Aciditét nur gemass dem Bruchteil der 
zugesezten Menge zu Tage kommt. 

Nach Michaelis wird die Lage des isoelektrischen Punktes 
dureh diese wahre Salzbildung aber nicht verandert. Es war 
auch der Fall bei dem Uberfiihrungsversuch bei dem mit NaF 
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gemischten Ferment. Die anodische Wanderung der Glycerophos- 
phatase wurde durch NaF nicht verandert. 


Versuch 7. 

Die hemmende Wirkune des Fluorions habe ich schon in der 
vorigen Mitteilung angegeben. Es wurde dabei beobachtet, dass 
dieses Ion nicht nur in sehr verdiinnter Konzentration wirksam 
war, sondern auf das Ferment schadigend wirken musste. Die 
Entfernung des Fluorions dureh den Zusatz von iiberschtissigem 
CaCl, rief die Fermentwirkung nicht wieder hervor. 

Die spezifische Wirkung des Sulfat- und Oxalations kann aber 
durch Kalkzusatz aufgehoben werden. Das fiir den Oxalatversuch 
gebrauchte Ferment zeigte folgende Wirkung: 


0,5% Natriumelycerophosphat. 25 eem 

Puffer 10 eem 

Wasser 5 eem 

HKermentlosunge 10 eem 

—— 
a oat Y Std. 1 Sta. 2 Std. 
anes atte = 

3,07 0,0283 0,0412 0,0864 
5,26 0,0107 0,0186 0,0340 


Wie erwahnt, wird die Fermentwirkune durch Zusatz mit 
Sulfat und Oxalai so beeinflusst, dass die Phosphorabspaltung in 
der mehr sauren Reaktion, also in der Nahe der eigentlichen 
optimalen Aciditat, stark unterdriickt wird. Der Versuch mit der 
vorliegenden Fermentlosung war wie folgt: 


0,5% Glyeerophosphat 20 eem 
Puffer 10 eem 
0,2 Mol. Oxalat 5 cem 
Wasser 5 eem 


Fermentlosune 10 eem 


Wirkung der Elektrolyten auf die Glycerophosphatase. 407 
et a a ; i. iz ame = 
ei Het Yy Std. 1 Sta. | 2 Std. 
Leen a = ae 
3,29 0,0025 0,0045 | 0,0054 
| 
4,96 0,0079 0,0154 | 0,0248 
i 


In dem niachsten Ansatz wurde die Fermentlésune mit Oxalat 
und Puffer zusammen zuerst auf 37°C vorerwarmt und dann mit 
der gemischen Losung von Glycerophosphat und Caleiumehlorid 
versetzt. Der entstandene Niederschlae wurde gleich abfiltriert, 
und an dem klaren Filtrat wurde die Ph-Bestimmune und der 
Fermentversuch wie tiblich ausgeftihrt. 


A | 


0,5% Glyeerophosphat 20 cem 


0,2 Mol. CaCle 5 eem 
Fermentlosung 10 eem 
b 0,2 Mol. Oxalat 5 ecem 
Puffer 10 cem 
= . —s — 
Zeit CY 
Std. 
Ph 4 Std 
3,51 0,1000 
5,59 0,0425 


Ein analoges Resultat wurde bei Sulfat (0,5 Mol.) beobachtet. 
Die Konzentration des zugesetzten CaCle war 3 Mol. 


a We . 
ie ee) Yy Std. 1 Sta. 2 Stdn. 
yarn) 0,0134 0,0238 0,0422 
5,46 0,0091 0,0149 0,0250 
| 
Soweit ich untersuchte, beschrankte sich die eigenttiimlch 


hemmende Wirkung auf Fluor, Oxalat und Sulfation. 


Diese 
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[onen sind uns schon bekannt als Antikoagulant des Fibrinogens, 
und sie sollen dabei Calciumion zu einem unldslichen Salz fuhren 
oder entionisieren. Es ist von theoretischem Interesse, dass die 
oben erwiihnten Ionen auf die Glycerophosphatase und auf die 
Blutgerinnung einen hemmenden Einfluss austiben konnen. 

Meine Fermentlosung war, wie erwahnt, durch Adsorption 
und Elution hergestellt und gegen destillertes Wasser genitigend 
dialysiert. Thr Kalkgehalt braucht fast nicht beriicksitigt zu 
werden. Trotzdem konnte die hemmende Wirkung der oben er- 
wihnten Salze dadurch verursacht werden, dass diese, wie es bei 
der Blutgerinnung angenommen wird, auf das noch eventuell spar- 
lich vorhandene Calciumion entionisierend wirken. 

Diese Annahme der Kalkentziehung lasst sich aber anderer- 
seits nicht mit der Tatsache vereinen, dass die hemmende Wirkung 
jener Ionen bei verschiedener Aciditaét nicht in demselben Grad zu 
Tage kommt; es scheint dies sogar, wie oben diskutiert, meist von 
einem bestimmten Gesetzes beherrscht zu werden. Es wurde sogar 
oft beobachtet, dass die Glycerophosphatase beim Zusatz jener Salze 
nun bei Ph 5,6 weit wirksamer als bei Ph 3, der eigentlichen opti- 
malen Aciditat des gereinigten Ferments ist, aber bei der erst 
genannten Aciditat durch den Zusatz fast gar nicht beeinflusst 
werden konnte. 

Ich habe ausserdem die gereinigten Fermente im Apparat von 
Pauli elektrodialysiert. Das so behandelte Ferment wirkte wie 
frither bei Ph 3 optimal. 

Dieses Resultat zeigt auch, dass die das Optimum verschie- 
bende Wirkung der oben erwiéhnten Jonen nicht der Kalkentzie- 
hung zugeschrieben werden kann. 
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To elucidate the behaviour of cholesterol within the animal 
body the normal distribution of cholesterol must first be deter- 
mined. As it has become clear that the biochemical significance 
of free and of ester cholesterol is entirely different there is no 
point in determining the total amount of cholesterol only, and it is 
vitally important to estimate the content of free and ester choles- 
terol separately. 

The animals used in this experiment were all male rabbits 
weighing from 2000 to 2500 gm. Previous to the experiment these 
animals were fed on Okara and green vegetables for a week, fol- 
lowed by 24 hours fasting. Then all the blood vessels were washed 
out by injecting 0.85% saline solution through the central cut 
end of the Jugular vein, until the washing fluid ran out colour- 
less from the peripheral out end. Each tissue was taken out, 
separated from connective tissue, freed as completely as pos- 
sible from the adhering saline solution by means of filter paper 
and weighed in a beaker covered with a watch glass as exact to 
the reading of 1mg. The procedure of determination reported in 
the previous communication was followed. The organs or tissues 
examined are the entire brain, lung, testicle, kidney, liver, spleen, 
suprarenal gland, heart muscle, red and white skeletal muscle, 
diaphragm, skin, whole blood and blood plasma. 
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The results of the determination are given in table I. 

We can see from the table the following facts. 

1. The content of free cholesterol remains almost constant 
in many kinds of tissues. Even in a few tissues, where the varia- 
tion is much larger, the degree of variation is always smaller than 
that of ester cholesterol. The only exception is found in the 
suprarenal gland where the variation of free cholesterol is much 
larger than that of ester cholesterol. 

2. The amount of ester cholesterol contained in normal tissue 
has a wide range of variation. 

We note however that some organs or tissues are always rich 
in ester cholesterol, while the others are almost lacking in it. In 
the following the names of tissues are given in the order of their 
amount of ester cholesterol. Suprarenal gland (6.5%), spleen 
(0.09%), liver (0.06%), kidney (0.05%), skin (0.03%), testicles 
(0.03%), diaphragm (0.02%), brain (0.01%), lung (0.01%), 
heart muscle (0.01% ). 

Over 5%: Suprarenal gland. 

Over 0.05% » Spleen, liver, kidney. 

Over 0.01% : Skin, testicles, diaphragm, bain. 
Under 0.01%: Lung and heart muscle. 

3. The variations of both free and ester cholesterol are 
especially great in blood plasma. It may be noted in passing that 
the content of cholesterol, both free and ester, is larger in Autumn 
and Winter than in Spring and Summer. The amount of free 
and ester cholesterol runs parallel with each other in these varia- 


tions. 
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Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 
(Received for publication, December 28, 1928.) 

That the autonomous nerve system plays an important role in 
many kinds of metabolic change such as urea formation, sugar mobi- 
lisation and others are known and it is highly probable that they 
may participate also in the metabolic change of fatty stuffs. Morita 
found in his investigation on the pin distribution within the body 
under normal and various conditions that the successive adrenalin 
injection decreased the cholesterol content in the suprarenal gland 
in a large degree, while its content in other tissues remained almost 
constant. He determined only the total amount of cholesterol 
and did not discriminate between that of free and ester cholesterol. 
3ecause of the reason, however, that free cholesterol is quite dif- 
ferent in its biological meaning from ester cholesterol, as is shown 
by Tsuneyoshi (1927), it is interesting to know the amount of 
free and ester cholesterol under these circumstances. I have there- 
fore undertaken to estimate the content of free and ester cholesterol 
in various tissues under normal conditions on the one hand and 
repeated adrenalin injection on the other. My investigation was 
also extended to see the effect of ergotoxin, pilocarpin and atropin. 
In the following pages the result of these experiments is given. 


J. ADRENALIN. 


1/1000 solution of adrenalin (Sankyo) was injected sub- 
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cutaneously into the animal in an amount of 0.5mg. per Kilo 
body weight every day for a week. 2 hours after the last injection 
a sample of blood was collected for determination and the blood 
vessel was washed out quickly with 0.85% saline solution as 
described in the foregoing section and each organ and tissue was 
subjected to the estimation of free and total cholesterol. The 
results are given in table II. 
TABLE II. 
Content of free and ester cholesterol in various kinds of organs and tissues 
after the repeated injection. The amount is given by 
referring to wet tissue: 


Adrenalin. (Average of three animals). 


Free cholesterol Ester cholesterol 
Organ or - | - a 

tissue £ Amount! Amount | Percen- | _ Amount | Amount | Percen- 

Normal Sef ’ tage Normal i tage 
observed | increased] increase observed increased] jy crease 

: We 7 Grae ae %  % % ee 
3rain 2,183 2.589 | +0.406 | +18.6 0.914 == —0.014 | —100.0 
Lung 0.439 0.430 | —0.009 | — 2.05 | 0.0073 aa — 0.0073) — 100.0 

Heart muscle | 0.101 | 0.147 | +0.046 | +45.50 | 0.006 = —0.006 | — 100.00 


Diaphragm 0.055 | 0.088 | +0.033 | +60.00 | 0.022 | 0.0075) —0.0145) — 65.90 
Red muscle 0.058 | 0.076 | +0.028 | +31.30 | 0.0036] 0.0004} —0.0032) — 91.20 
Wlute muscle | 0.049 | 0.057 | +0.008 | +16.80 | 0.0054} 0.0034 | —0.0020] — 37.10 


Testicle 0.204 | 0.244 | +0.040 | +19.90 | 0.028 | 0.049 | +0.021 | + 75.00 
Kidney 0.310 | 0.3877 | +0.067 | -+21.60 | 0.053 | 0.040 | —0.013 |— 24.50 


Total blood 0.0602 | 0.0798 +0.0196) +32.50 | 0.0199} 0.0220] +0.0021) + 9.54 
+ 


Blood plasma | 0.9161} 0.0236 | +0.0075) +46.66 | 0.0291] 0.0327} +0.0036 11.00 
Skin 0.109 | 0.159 | +0.050 | +45.80 | 0.026 0.010 | —0.016 | — 61.50 
Spleen 0.244 | 0.434 | +0.199 | +77.80 | 0.094 | 0.018 | —0.076 | — 80.90 
Liver 0.195 | 0.260 | +0.065 | +33.38 | 0.064 | 0.024 | —0.040 | — 62.50 
Suprarenal = 2s 

oe 0.450 | 0.559 | +0.109 | +24.20 | 6.486 | 2.907 | —3.579 | — 55.00 


As can be seen from the table, the injection of adrenalin 
induces quite obviously the increase of free cholesterol in every 
kind of tissue. Among the muscular tissues, the increase is the 
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largest in the heart muscle and diaphragm, next in the red skeletal 
muscle, and the white muscle is the least influenced one in muscular 
tissue. A very striking thing observed is that the lung is always 
enlarged after a repeated adrenalin injection with increased 
amount of cholesterol. The percentage of cholesterol, however, 
remained almost the same. 

The amount of ester cholesterol is decreased in all tissues, 
except testicles and blood. The decrease is especially noted in the 
suprarenal gland, liver and spleen. 


; II. Eraoroxin. 
Ergotoxin (Merck) was used as 1 per cent solution, and was 
injected in an amount of 40mg. per Kilo body weight. The 


TABLE ITI. 


Ergotoxin. (Average of three animals.) 


Free cholesterol Ester cholesterol 


Signs oa Percen- Percen- 
tissue Nonmal Amount Amount ee Noemal pores Amount ee 

observed |increased| jy crease observed |increased| jnerease 

S| ea oe TEES |” an ear a "IN I 

Brain 2.183 | 2.2500 | +0.067 | + 3.07 | 0.014 | 0.0423 | +0.0283) + 202.0 

Lung 0.439 | 0.499 | +0.060 | +16.05 | 0.0073 = — 0.00738} — 100.0 

Heart muscle | 0.101 | 0.113 | +0.012 | +11.90 | 0.006 | 0.0177} +0.0171) +195.0 


Diaphragm 0.055 | 0.0632] +0.0082} +14.90 | 0.022 | 0.0110) —0.011 | — 50.0 
Red muscle 0.058 ; 0.0596] +0.0016} + 3.10 | 0.0036] 0.0148] +0.0112) +229.0 
White muscle | 0.049 | 0.054 | +0.005 | +10.90 | 0.0054} 0.0041) —0.0013} — 24.10 
Testicle 0.204 | 0.244 | +0.040 | +19.60 | 0.028 | 0.028 = = 

Kidney 0.310 | 0.892 | +0.082 | +26.42 | 0.053 | 0.037 |—0.016 | — 24.50 
Total blood 0.0602] 0.0871} +0.0269] +44.60 | 0.0199} 0.0141} —0.0058; — 29.10 
Blood plasma | 0.0161] 0.0220} +0.0059] +36.90 | 0.0291} 0.0217] —0.0074| — 25.40 


Skin 0.109 | 0.111 | +0.002 | + 1.83 | 0.026 | 0.027 |+0.001]}+ 3.85 
Spleen 0.244 | 0369 | +0.125 | +51.30 | 0.094 | 0.059 | —0.035 | — 37.20 
Liver 0.195 .257 | +0.062 | +31.70 | 0.064 | 0.085 | —0.029 | — 45.30 


Suprarenal 0.450 | 0.622 | +0.172 | +38.20 | 6.486 | 5.640 | —0.846 | — 13.00 
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procedure of experiment remained the same as described in the 
ease of adrenalin. The result is shown in table III. 

Krom the table we can see that the content of free cholesterol 
inereases in most of the organs as in the case of adrenalin injec- 
tion. The degree of increase in heart muscle, red skeletal muscle, 
diaphragm and brain, however, is quite insignificant in com- 
parison with the case of adrenalin. Ester cholesterol is decreased 
in most of the tissues, the only increased tissues being heart, brain 
and red muscle. It is noticeable that these tissues contain normally 
only a trace of ester cholesterol. 


III. Pimocarpin. 


Piloecarpin hydrochlorium was injected every day into the 


PABLE LV, 


Pilokarpin. (Average of three animals.) 


Free cholesterol Ester cholesterol 
Organ or s j . 
issue : Amount | Amount oe Cee | J , | Percen= 
tissue Namal ale a) a Noma Amount Amount fies 
observed jincreased| increase jobserved Jincreased] jn crease 
7 ea = 7 a 
. % | 96 | 1% | 86 en l  ocanm amy 
3rain 2.180 | 2.232 | +0.052 | + 2.0 | 0.014 = _ —] 
C 
Lung 0.439 | 0.435 | —0.004 = 0.0073 100 


5 
Heart muscle | 0.101 | 0.108 | +0.007 | + 6.93] 0.006 | 0.0087} +0.0027| + 45.0 
Diaphragm 0.055 | 0,0567! +0.0017| + 3.09] 0.022 | 0.023 | +0.001 |+ 4.59 
Red muscle 0.0580 | 0.0614 | +0.0034) + 6.20] 0.0036] 0.0112) +0.0072) +149.0 
White musele | 0.049 | 0.055 | +0.006 | +13.10] 0.0054} 0.0014] —0.0040] — 74.0 


Testicle 0.204 | 0.213 | +0.009 | + 4.0 | 0.028 | 0.060 | +0.032 | +114.0 
Kidney O3L0" | 053217) 05000} = 35561) 02053% 1 0:039" |) = Onoda eon. 
Total blood 0.0602] 0,0838 | +0.0236} +39.20) 0.0199} 0.0246 +0.0047| + 23.5 
Blood plasma | 0.0161] 0.0187} +0.0026) +16.15] 0.0291] 0.0414) +0.0123] + 42.3 
Skin 0.109 | 0.112 | +0.003 | + 3,0 | 0.026 | 0.036 | +0.010 | + 38.4 
Spleen 0.244 | 0.312 | +0.068 | +27.83] 0.094 | 0.160 | +0.066 | + 70.2 
Liver 0.195 | 0.191 | +0.004 | — 2.0 | 0.064 | 0.059 | —0.015 | — 24.4 
Suprarenal 0.450 | 0.445 == — 6.486 | 6.083 | —0.403 |— 5.95 
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amimal in doses of 0.01 @. per Kilo body weight for a week and 
their the 


cholesterol by the method employed in the foregoing experiments. 


tissues were examined for content of free and ester 


All the animals in this experiment showed an obvious reduction in 
their body weight, although their appetite was rather abnormally 
heightend. As can be been from table IV, the result shows that 
the 


kind of tissue, only with exceptions in spleen and blood where an 


free cholesterol content remained almost constant in every 


inerease of about 30 to 40% was observed. The content of ester 
cholesterol remained in most of the tissues at normal value, while 
they were found increased in some of their tissues as spleen, blood, 
skin, heart musele and red skeletal muscle. 


TABLE V. 
Atropin. 
Free cholesterol Ester cholesterol 
Organ or wees 
Hssne mal noun | Amount _ tage’ | Normal]amount | Amount | "ge 
as Rs % % | % | % % 

Brain | 2.180 -| 2.200 | -£0:020 |-- 0:917 | 0-014 = — —100.0 
Lung | 0.439 0.422 | —0.017 |— 3.88 | 0.0073 100.0 
Heart muscle | 0.101 0.102 | +0.001 |+ 0.990} 0.006 0.005 | —0.001 | — 16.65 
Diaphragm | 0.055 0.0594} +0.004 |+ 8.0 | 0.022 | 0.0056} —0.0164| — 74.50 
Red muscle | 0.0580] 0.0567} —0.0013}— 2.0 | 0.0036} 0.0027) —0.0009} — 40.0 
White muscle | 0.049 | 0.0506] +0.0014)+ 3.90 | 0.0054] 0.0008} — 0.0046) — 85.4 
Testicle 0.204 0.202 | —0.002 |— 0.98 | 0.028 0.021 | —0.007 | — 28.0 
Kidney | 0.3.10 0.316 | —0.006 |+ 2.0 0.053 0.024 | —0.029 | — 51.0 
Total blood 0.0602) 0.0831} +0.0229)+38.05 | 0.0199! 0.0185} —0.0014) — 5.57 
Blood plasma. | 0.0161] 0.0136] —0.0025/—15.50 | 0.0291} 0.0253 | —0.0038} — 13.05 
Skin |0.109 | 0.106 | —0.003 |— 3.0 | 0.026 | 0.007 | —0.019 | — 73.2 
Spleen 0.244 | 0.262 |+0.018 |+ 7.388 | 0.094 | 0.021 | —0.073 | — 77.7 
Liver 0.195 | 0.190 | —0.004 |— 2.00 | 0.064 | 0.016 | —0.048 | — 75.10 
Suprarenal 0.450 | 0.559 | +0.109 |+24.2 6.486 | 5.884 | —0.602 }— 9.02 
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TV. ATROPIN EXPERIMENT. 


Atropin sulphuricum was injected into the animal in amount 
of 0.01 gm. per Kilo body weight for a week, and the procedure was 
just as is described above. The result is shown in table V. 

The content of free cholesterol remained almost constant in 
their values. Estercholesterol, on the other hand, tends always to 
be decreased. The decrease is especially obvious in spleen, liver, 
skin, diaphgram, kidney, white and red skeletal muscle, heart 
muscle and testicles. 


V. THE EFFECT OF ADRENALIN INJECTION ON THE TISSUE 
CHOLESTEROL CONTENT OF ANIMALS PREVIOUSLY 
TREATED WITH ERGOTOXIN. 

That many pharmacological effects of adrenalin injection are 
annulled by previous treatment with ergotoxin is a well known 
fact. This is also found true in the case of adrenalin effect on the 
cholesterol content in the tissue in the following experiment. 

Ergotoxin (Merck) was injected into the animal in an amount 
of 0.004 mg. per Kilo bodyweight. After the lapse of two hours, 
0.0005 gm. of adrenalin per Kilo body weight was injected. The 
treatment was continued for a week, and two hours after the last 
adrenalin injection, the animal was examined for its cholesterol 
distribution. The result is shown in table VI. 

As can be seen from this table, the effect of adrenalin is 
entirely supressed by the previous treatment with ergotoxin. 


VI. THE TOTAL AMOUNT OF FREE AND ESTER CHOLESTEROL CONTAINED 
IN THE ANIMAL BODY AND ITS VARIATION UNDER THE IN- 
FLUENCE OF VARIOUS AUTONOMOUS NERVE POISONS. 

In the foregoing experiments, itis shown that under the in- 
fluence of adrenalin, the content of free cholesterol increases in 
almost every organ and tissue. A change of the same nature is 
observed in the case of: ergotoxin but in far less degree, while 
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TABLE VI. 
Adrenalin after ergotoxin. 


Free cholesterol Ester cholesterol 
Organ or 
issue r «ee, | Percen- «ee, | Percen- 
tissue Nose cae Differ tinge. <\Nowatel Amount | Differ- | “tage 
observec ence increase observed ence | deviation 
Oe SS ey Sasi Gd hos er 
Brain 0.180 | 2.213 |+0.033 | + 1.51 | 0.014 | 0.0491 ]+0.03 51! +.959.0 
Lung 0.439 | 0.415 |—0.024 | — 5.45 | 0.0073 = — 0.0073) — 100.0 
Heart muscle | 0.101 | 0.104 |+0.003 | + 2.97 | 0.006 | 0.017 | +0.011 | +183.5 


Diaphragm 0.0580} 0.0566 |—0.0014}— 2.0 | 0.0036) 0.0096 | +0.0060) +113.2 
Red muscle 0.0490} 0.0523 |—0.0033 | + 7.38 | 0.0054) 0.0045] —0.0009 — 9.10 


White musele | 0.0550] 0.0517 |—0.0033 | — 6.0 0.022 0.0171 | — 0.005 ee 22.7 
Testicle 0.204 | 0.211 |+0.007 |+ 3.0 | 0.028 | 0.044 | +0.016 | + 57.2 
Rodney 0.310 | 0.305 |—0.005 |+ 1.61 | 0.053 | 0.062 | +0.009 | + 21.0 


Total blood 0.0602] 0.0840 |—0.0238 | +39.50 | 0.0199! 0.0229} +0.0030 + 15.10 
Blood plasma | 0.0161} 0.0232 |+0.0071| +442 | 0.0291] 0.0306 +0.0015| + 5.16 


Skin 0.109 | 0.119 |+0.010 | + 9.18 | 0.026 | 0.032 | +0.006 | + 23.0 
Spleen 0.244 | 0.271 |+0.027 | +11.05 | 0.094 | 0.062 | —0.032 | — 34.10 
Liver 0.195 | 0.208 |+0.013 | 4+ 6.68 | 0.064 | 0.053 | —0.011 | — 17.20 
Suprarenal | 0.450 | 0.460 |+0.010 | + 2.50 | 6.486 | 5.930 | —0.556 | — 8.32 


pilocarpin and atropin show no trace of influence. As these 
changes seemed to me quite striking ones, I am interested to 
examine the change of the total amount of free cholesterol within 
the body in these cases. The examination of the total amount 
of free cholesterol is however quite hard, the analysis in whole 
skeletal muscles, skeleton, skin and other connective tissues being 
accompanied with many technical difficulties. I have therefore 
confined my examination to every organ, which could be taken 
out whole as is the case in brain, lung, kidney, liver, spleen, 
testicles, suprarenal gland and heart muscle. Although the sum 
of the amount of free cholesterol in these enumerated organs and 
tissues does not shows the value of total free cholesterol within 
the body, it can be used as an indicator whether the increase or 
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decrease of free cholesterol in the body is taking place. This 
supposition seems to be entirely valid as this sum is always con- 
stant in all normal individuals. 

As ean be seen from the table, the total amount of cholesterol 
within the body is almost the same in each animal of nearly equal 
body weight in normal condition. The total amount of free 
cholesterol is increased under the influence of adrenalin by an 
amount of 27%, while the injection of ergotoxin also invokes an 
increase of 16 per cent. In the case of pilocarpin, atropin and 
ergotoxin-adrenalin the total amount of free cholesterol seems to 
remain unchanged. 

As regards to ester cholesterol, a decrease in the total ester 
cholesterol is observed after the injection of adrenalin and atropin, 
and also in moderate degree by ergotoxin. Pilocarpin does not 
influence any more than the range of error of determination. The 
same is true in the ease of adrenalin injection to the animal pre- 
viously treated with ergotoxin. 


DISCUSSION. 


The above experiments show us clearly that among the nervous 
poisons only those on the sympathetic nerve have a marked effect 
on the content of free cholesterol in the tissue. Namely, adrenalin 
induces an increase of free cholesterol in almost all tissues and 
this effect is entirely annulled by the previous treatment of the 
animal with ergotoxin. It is curious enough that while ergotoxin 
alone tends to increase the free cholesterol content of tissue, the 
ergotoxin injection succeded by that of adrenalin leaves the amount 
of free cholesterol of tissue entirely untouched. 

This is however quite conceivable when we reflect on the result 
of Akatsuka’s experiment which indicates to us that the ergo- 
toxin acts as an excitant of the sympathetic nerve, at the end 
of the first 90 minutes and that it produces the effect of a paralyser 
at a later period. In our experiment where the effects of various 
poisons were compared in first two hours after their injection, 
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the effect of ergotoxin as an excitant of the sympathetic nerve is 
not yet over and the amount of free cholesterol is found increased, 
as if it acted as an sympathetic excitant. In our experiment with 
ergotoxin and adrenalin combined, however, the adrenalin injec- 
tion was made at the beginning of the third hour, after the injection 
of ergotoxin and the content of cholesterol was determined at the 
end of the fourth hour of ergotoxin period. The adrenalin, there- 
fore, was injected when ergotoxin evoked its effect as a paralyser 
entirely and the adrenalin effect was naturally suppressed totally. 

It may be concluded from the above results that the excita- 
tion of the sympathetic nerve end induces the free cholesterol 
content of tissues. 
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STUDIES ON THE BEHAVIOUR OF CHOLESTEROL 
WITHIN THE ANIMAL BODY. 


1¥. ‘The role of thyroid gland in the content of 
cholesterol in each organ and tissue, 


By 
JINYE ONIZAWA. 


(From the Biochemical Institute, Tokyo Imperial University. 
Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, December 28, 1928.) 


In the preceding reports it was shown that the adrenalin in- 
jection causes the increase in the content of free cholesterol in 
various tissues, while in most of these tissues the amount of ester 
cholesterol is found to be decreased. As it has become clear that 
the adrenalin injection promotes the oxvgen consumption of the 
annnal on the one hand, and that this action is highly promoted 
by the hormon of the thyroid eland, while in the absence of 
suprarenal gland the latter has no action on the promotion of 
oxydative activity, it seems to me very interesting to investigate, 
how the amount of tissue cholesterol varies under various condi- 
tions in regards to the functional activity of these two hormonal! 
elands. The search for distribution of free and ester cholecterol in 
tissues should extend to the following cases. 

1. Normal condition. 

2. Thyroid depleted. 

3. Depletion of suprarenal body. 

4. Thyroid depletion with adrenalin injection. 

5. Thyroid feeding. 

6. Depletion of adrenalin bodies with thyroid feeding. 

7. Depletion of adrenalin with thyroid extirpation. 

In my experiment, where the time available for research was 
limited, the cases with depletion of suprarenal bodies were not 
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treated and the experiment with thyroid feeding was also con- 
ducted in limited numbers of tissues. In the following pages, the 
results obtained are mentioned. 


I. EXPERIMENT WITH THYROID EXTIRPATED ANIMAL. 

Thyroid glands were extirpated in both sides from male 
rabbits, weighing from 2000-2500 gm. The oxygen consumption 
was reduced by the amount of 24.0-33.3% of pre-operative period, 
when determined with Krogh’s spirometer. The body weight of 
operated animals was found in general to be increased. After the 
elapse of fourteen days all the animals were killed and the amount 
of free cholesterol and ester cholesterol was determined, just as 
was described in the former report. The results are shown in 


TABLE X. 


Throid extirpated. (average of three animals). 


Free cholesterol Ester cholesterol 
Organ or Say ons ) Fa 
tissue Normal| 2mount | Amount as Norma}| S™ount | Amount pee 
observ ed jameneases increase observed increased | Saveneese 
70 AA y 79 79 49 0 0 
Brain 2.180) 2.002) | Onl78 |= 8.16) COTA SOLONS 010 OA ume ales 


Lung 0.439 | 0.3874 | —0.065 |— 14.8 | 0.0073) 0.0107} +0.0034)+ 46.6 
Heart muscle | 0.101 | 0.108 | +0.007 |+ 6.93] 0.006 | 0.002 | —0.004 |— 33.4 
Diapharagm | 0.055 | 0.057 | +0.002 |+ 3.40] 0.022 | 0.910 | —0.012 |— 54.5 
kked muscle 0.058 | 0.0493 —0.0087/— 15.0 | 0.0036] 0.0099 +0.0063) + 175.0 
White muscle | 0.0490 0.0436 —0.0054/— 11.0 | 0.0054) 0.0121) +0.0067| +124.0 


mao 07 | 07 07 Of of O07 <0 
) 0 7 7 
| 


Testicle 0.204 | 0.194 | —0.010 |— 4.99] 0.028 | 0.024 | —0.004 |— 14.30 
WWidney 0.310 | 0:322 | +0.012 |}+ 3.87] 0.053 | 0.013 | —0.040 |— 75.5 
Total blood | 0.0602] 0.094 | +0.0338}-+ 39.5 | 0.0199) 0.046 | +0.0261)+132.1 
Blood plasma | 0.0161 0.0424 +0.0263]}+163.3 | 0.0291] 0.0830] +0.0539]+185.3 
Skin 0.109 | 0.124 40.015 + 13.8 | 0.626 | 0.016 | —0.010 |— 38.5 
Spleen 0.244 | 0.303 | +0.059 |+ 24.2 | 0.094 | 0.030 | —0.064 ]— 68.1 
Liver 0.195 | 0.238 | +0.043 |+ 22.55] 0.064 | 0.046 | —0.018 |— 28.1 
Suprarenal 0.450 | 0.660 | +0.210 [+ 46.6 | 6.486 |11.123 | +4.637 |+ 71.50 


Behaviour of Cholesterol within the Animal Body. IV. 427 


table X. As can be seen from the table, the amount of free 
cholesterol was found increased in liver, spleen, skin suprarenal 
and blood in thyroid extirpated animal, while tissues where oxida- 
tive activity mostly occurs, like brain, heart and skeletal muscle 
were rather decreased in their free cholesterol content. On the 
other hand ester cholesterol was increased in suprerenal gland and 
blood. There is no visible change in other tissues observed. 


II. ADRENALIN INJECTION AFTER THYLOID EXTIRPATION. 


After a lapse of a week from the thyroid extirpation in both 
sides, adrenalin in an amount of 0.5 mg. per Kilo body weight of 
the animal was injected once every day for a week and the deter- 


TABLE XI. 


Adrenalin after thyroid extirpated. (average of three animals). 


Free cholesterol Hster cholesterol 


Organ or 


* Percen- Percen- 
tissue Naval Amount oun mae Nonna Amount os ae 
observed jincreased | increase observed |increased | increase 
% | % % % | % | % % % 
Brain 2.180 | 2.554 0.3874 |+ 17.35) 0.014 | 0 —0.014 | —100,0 
Lung 0.439 | 0.409 0.030 |— 6.84] 0.0073} 0.0067| —0.0006|— 8.22 
Heart muscle | 0.101 | 0.149 | 0.048 |+ 47.6 | 0.006 0 —0.006 | — 100.0 


Red muscle 0.0580} 0.0781] 0.0201 |+ 34.7 | 0.0036! 0.0010] — 0.0026} — 72.1 
White muscle | 0.0490] 0.0567} 0.0077 0.0054} 0.0055) +0.0001/ + 1.85 
Diapharagm | 0.0550] 0.0760} 0.0210 |+ 38.2 | 0.022 | 0.0052] —0.0168} — 76.4 


T 
= 
Ct 
“_ 


Testicle 0.204 | 0.225 | 0.021 |+ 10:3 | 0.028 | 0.029 |+0.001)+ 3.58 
Kidney 0.310 | 0.362 | 0.052 |+ 16.80] 0.053 | 0.084 | —0.019 | — 35.9 


Total blood 0.0602} 0.082 | 0.0218 |+ 36.20] 0.0199| 0.054 | +0.0341) +171.4 
Blood plasma | 0.0161] 0.0426] 0.0265 +164.8 | 0.0291] 0.0814 | +0.0523) +179.8 


Skin 0109 | 0.141 | 0.082 |+ 39.4 | 0.026 | 0.005 | —0.021 |— 80.8 
Spleen 0.244 | 0.4384 | 0.190 |+ 78.0 | 0.094 {0.026 |— 0.068 | — 72.4 
Liver 0.195 | 0.221 | 0.026 |+ 13.3 | 0.064 | 0.047 |-—0.017 |— 26.6 


Suprarenal 0.450 | 0.761 | 0.311 |+ 69.0 | 6.486 | 10.430 +3.944 | + 60.9 
| 
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mination of cholesterol, both free and combined, was made by the 
method deseribed in the foregoing paper. The result is shown in 
table XI. 

We can see from the table that the injection of adrenalin to 
the thyreoidectomyzed animal evokes the same kind of chanee in 
cholesterol content as is the case of adrenalin injection in the 
normal animal. 

The only exception is observed in liver and lung. Whereas 
the mere adrenalin injection induces the increase of free cholesterol 
in liver and lung, the adrenalin injection in the thyreoidectomized 
animal increase in liver does not amount to much and in the 
lune even a decrease is observed. The adrenalin injection has 
almost no effect in cholesterol ester content after the thyroid 
extirpation. 

These findings indicate clearly that adrenalin injection evokes 
the increase of free cholesterol in the tissue of an animal without 
any regard to the presence or absence of thyroid gland. Choles- 
terol ester, however, is not influenced by adrenalin in thyreo- 


prived animal. 


II]. KEEDING EXPERIMENT WITH THYROID PREPARATE. 
lem. of thyroid powder was fed to the animal every day for a 
week. During this period the body weight and the amount of 
oxygen consumption of the animal were examined every day. The 
body weight decreased steadily day by day and after a week the 
animal was found to be very much reduced, while the oxygen con- 
supmtion was found to be increased. Then the amount of choles- 
terol in the tissue was determined. The increase of oxygen con- 
sumption was about 25-50%, in most cases. 
The result of the examination is given in table XIII. 
It can be seen from the table that free cholesterol increases 
by the feeding of thyroid gland, while cholesterol ester is not 


influenced enough to be mentioned. 
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TABLE XIII. 
Free cholesterol. 
=~ Organ SupTr a 
2 Brain Heart muscle Liver Sup ate 
Condition — 2 
aS 
=< 
% % % % 
Normal 2.180 0.101 0.195 0.450 
Thyroid powder fed 2.309 0.130 0.316 0.662 
Difference + 0.129 0.029 0.121 0.212 
cn eee + 5.92 +28. + 621 +471 
deviation 
or eae 2.660 0.162 0.398 0.571 
thyroid 
Difference 0.489 0.061 0.203 0.121 
Percentage of ; = ! 
dew ovi +22.0 + 60.5 +104.0 +26.9 
Ester cholesterol. 
a ae 
“Organ Suprarenal ; 2 
; i end, : Liver Heart muscle |Brain 
Condition ~~ Se 
SS 
% % % % 
Normal 6.486 0.064 0.006 0.014 
Thyroid powder fed 7.963 0.045 — — 
Difference + 1.487 — 0.021 — 0,006 — 0.014 
Percentage of ; 
deviation +22.9 — 382.8 
Adrenalin with 2 
thyroid 320.19 0.037 — — 
Difference OO = 0.027 0.006 — 0.014 
Percentage of ~ 48.9 _ 49.9 


deviation 
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IV. THE EFFECT OF ADRENALIN INJECTION AND 
THYROID FEEDING. 


The thyroid fed animal, treated as just described above, was 
injected with adrenalin in amount of 0.5 mg. per Kilo body weight. 
Thyroid was given every day in the morning, together with 
ordinary rations, and adrenalin was injected at noon. Thyroid 
feeding and adrenalin injetion were repeated for a week and the 
cholesterol contents of tissues were examind with these animals. 
The result is given in table XIII. 

The effect of adrenalin injection on the free cholesterol con- 
tent is therefore most accentuated by the simultaneous feeding of 
the thyroid gland. The thyroid feeding seems however to evoke 
no obvious effect in the adrenalin action on cholesterol ester content 


in tissue. 


CoNCLUSION. 

The above results indicate that the thyroid extirpation shows 
only a slight effect on the free cholesterol content of tissue. The 
amount of ester cholesterol also remains the same in most kinds 
of tissue, with the exception of adrenal bodies and blood plasma, 
where it is increased very obviously. Both of these tissues retain 
high ester cholesterol contents, even in the ease of adrenalin in- 
jections. It seems to me therefore highly probable that the hormon 
of thyroid gland is important somehow in the free cholesterol 
formation from its ester, which probably proceeds within the liver. 
On the other hand, adrenalin provokes the increase of free choles- 
terol probably taken up from the circulating blood, in many of 
the most active tissues, without regard to the presence or absence 
of thyroid gland. The amount of increase of free cholesterol 
content in tissue induced by adrenalin injection is however some- 
what lower in the ease of the thyroid extirpated animal, because 
of the limited amount of free cholesterol formation in the liver. 
Adrenal bodies and blood plasma play, so to speak, a depot place 
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for cholesterol ester, which is transported into the liver and is 
transformed into free cholesterol. The latter is conveyed to cach 
of the active tissues. When the free cholesterol becomes a surplus, 
a change in the opposite direction is observed. The hormon of 
thyroid gland seems to play some important role in this change 
within the liver. 


GENERAL SUMMARY. 


The main results obtained in the foregoing II, III and IV 
communications, may be summarized as follows. 

1. Under normal conditions the contents of free cholesterol 
within the animal body is strikingly constant. 

2. The amount of free cholesterol in many of the active 
tissues is increased by the injection of adrenalin. This effect of 
adrenalin is entirely suppressed by the previous treatment with 
ergotoxin. The excitant period of ergotoxin however evokes the 
saine effect as adrenalin. The excitation of the sympathetic nerve 
ending therefore seems to cause increas in the free cholesterol 
content of tissue. 

3. The effect of adrenalin in increasing the free cholesterol 
content of tissue is found without any regard to the presence or 
absence of thyroid gland. 

4. The extirpation of thyroid gland induces the reduction 
in the amount of oxygen consumption. Together with this chunge 
the reduction of free cholesterol content in brain, lung and skeletal 
muscle is observed. 

5. The amount of ester-cholesterol in adrenal bodies and 
blood plasma is increased in thyroiddepleted animal. This effect 
is not influenced by the injection of adrenalin at all. The hormon 
of thyroid gland seems to play some role in the free cholesterol 
formation from its ester. 

I wish to express my sincere thanks to Prof. S. Kakiuchi 
for his kind advice throughout the course of the investigation. 
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UBER DAS ALLANTION IN DER GALLE DES 
HUNDES. 


VON 


SHIGHO YOSHIMURA, 


(Aus der med. Klinik der Universitit, Nagasaki, Japan. 
Direktor: Prof. Dr. M. Tsudji.) 


(Hingegangen am 22. Februar 1929) 


Harnsaure (Brugsch und Rother, 1922 und 1923) und 
Harnstoff (Hammarsten, 1898; Botazzi, 1908 und Cohen, 
1923) werden sowohl in der tierischen, als auch in der men- 
schlichen Galle gefunden. Aber die andersartigen  stickstoff- 
haltigen, harnfahigen Substanzen in der Galle sind im allgemeinen 
sehr wenig untersucht. Vor kurzem habe ich mitgeteilt, dass 
daneben <Allantoin, Kreatin, Kreatinin, Ammoniak und Amino- 
siure immer sowohl in der normalen wie in der pathologischen 
Blasenfistelgalle des Hundes zu finden sind (Yoshimura, 1928). 
Neuerdings wird die Leber nicht nur als ein Sekretionsorgan, 
sondern auch als ein Ausscheidunesorgan betrachtet. Aber wie 
weit diese Substanzen den Stoffwechselversuch beeinflussen kdnnen, 
hinegt selbstverstindlich von den Mengenverhaltnissen dieser Sub- 
stanzen in Galle und Harn ab. 

In dem Purinstoffwechselversuche geht immer ein Teil der 
dem Versuchstiere einverleibten Harnsaure verloren. Deshalb hat 
man einen urikolytischen Vorgang im tierischen Korper angenom- 
men (Schittenhelm, 1905 und Aseoli t. Izar, 1909). 1922 
fand Brugsch Harnsiure in der menschlichen Blasengalle gravi- 
metrisch sehr reichlich vor (0-80mg%). Auf Grund dieses Be- 
fundes schrieb er der Galle eine wesentliche Rolle fiir den Purin- 
stoffwechsel zu, sodass das Problem der Uricamie ohne Bertck- 
sichtigung der Harnsiiure in der Galle nicht mehr diskutiert werden 
kann, wihrend Harpuder (1923) nur wenig Harnsaure in der 
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menschlichen Galle fand. Beim Hunde diirfte es aber etwas: 
anders sein, weil das Allantoin fiir den Purinstoffwechsel im Tiere 
viel mehr im Vordergrunde steht als die Harnséure. Die Resultate 


Harnsiure im normalen Zustande. 


Galle Harn oe 

Datum | Nr. | &S re mesh fess 
teem) | ™me% | Gew. | Cons | mere | Gow | Ture 
19/111 5 8,9 70) | 0:50 1 0335 oe _ == — 
28/ ,, 5 9,0 | 135 | 0,89 | 0,53 | — = _ — 
DGjaes 6 16,14), 2507) 052510563 G0 14 Ome 3 3.0 0,47 
1100 Tes || SPM 0,76 
Aa 7 11,0 75 | 0,42 | 0,895) — = ~ s 
28a 8 TBs) |) 220) || Osis: || CBS |) SOO || Zao |) GiEKO 0,16 
2/VI 9 10,4 135 OLSON Os. 650 7,6 | 49,0 0,84 
SAVAGE | IL ie) |) EY |) REE |) Oy |) AR) |) Pao) |) TOO RE 0,47 
YOAUE |p ae: iO || AO) OysE | ORNS | PAO BO |) Gres 1,30 
4/111 14 LOG AUB ON | O50 0565. S00 277, Sale ses 0,79 
ae 14 10,6 | 110 | 0,68) 0,74 | 200 | 58,0 | 116.5 0,64 
durchschnittlich 0,37 0,53 20,8 | 104,6 0,55 


Harnsdure bet intravendser Injektion von Harnsiiure. 
(Harnsaiure 1 gr in n/10 -Natronlauge gelést). 


; Galle Harn Verkiltais 
Datum | Nr. ao i j aa Mie . eae 
{oom} | ™5% | Sew. |Cenke | meg | Gow, | erie 
4/1V oe | dat sr || ra) |) Wz 1,9 600 |~-12,5 | 75,0 2,5 
300 | 15,1 | 45,3 4,2 
NOY ss 7 11,4 | 140 | 2,9 4,0 — ~ = 
4/ ,, 8 ays | ENO) || Oy! 1,0 500) |} aNeySs | Cys 1,0 
8/VI 9 10,5 95 | 0,6 0,6 PB | BET || Bil 1,9 
WW as 9 10,5 | 160 | 0,2 0,3 2000 4am e510 1,0 
durchschnittlich 0,9 1,4 15,0 | 488 2,3 
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aus meinen ausgedehnten vergleichenden Untersuchungen mit 
Galle und Harn bei Hunden, welche Gallenblasenfistel hatten, 
sind nachfolgend zusammengestellt. Ich bestimmte die Harnsaure 
nach Harpuder und das Allantoin nach Wiechowski (1913). 


Harnsiiure bei Oraler Darreichung. 


(Harnsiiure 5 gy per os). 


Galle Harn Vernal 
Datom | Nr. | S- ae et ae ae 
Menge | mec Gar Menge | mga | Gew be let 
(cem) a (mg) (cem) a (me) siiure 
SA VEU Le TI 70 140) |. 01 0,2 420 | 12,0 | 50,4 0,4 
neyo 11 17,0 280 | 1,1 3,2 400 | 45,0 | 180,0 1,8 
29/X1I1 12 9,8 180 | 0,7 1,3 430 | 35,0 | 150,0 0,9 
BOY 12 9,8 120 | 0,2 0,2 190 | 3350 | 62:7 0,3 
25/11 13 ae || Bele: | alt 2,5 590 | 37,5 | 221,3 atl 
BOY np 13 15,6 1800 || 053 0,5 530.| 17,8 | 94,3 0,5 
8/II1 14 10,4 Ta) | a7 4,0 430 | 85,0 | 150,5 2 
Of 3 14 10,4 135 | 0,6 0,9 20M 25,0 4720 1,9 
durchschnittlich 0,8 1,5 30,0 | 119,5 13 
Harnsiure bei phosphorvergiftetem Zustande 
Galle Harn vane 
Datum | Nr. | #.S- casi 
~ |Menge| meg, | Gov, |Menge| seo, | So Boe 
(cem) (mg) (ecm) (meg) 
HAVANT 6 16,3 250 | 0,38 | 0,95 | 800 | 25,0 | 200,0 0,48 
SO ss 6 16,3 240 | 0,50 | 1,20 950 | 15,0 | 142,0 0,85 
16/VII 7 18,5 TSO Os20n |) O45 400 | 12,0 | 480 0,94 
yaa, 8 Tey) 230 | 0,25 | 0,58 = = = ~ 
15/VI1 9 10,4 140 0,28 0,39 450 14,0 63,0 0,61 
ie yAyaueaet | © ali) L750) 170 0,30 0,51 200 45,0 90,0 0,57 
2/111 13 15,3 60 0,50 0,30 590 10,0 59,0 0,54 
durchschnittlich 0,34 | 0,64 20,1 | 99,6 0,58 
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Harnsiure bei Harnsiurefiitterung (5 gr) 
im phosphorvergifteten Zustande. 
; les 
Galle Harn Verhiiltnis d. 
Tk G5 Gallenharn- 
Datum | Nr. | (ig) 2 ee siiure zur 
s M Or reS- | Menge ae =e Harnharn- 
( cca mee Cons (cem) mney ee pikes 
15/1V 6 16,5 iyi} ORNS |) TLSat 950 | 15,5 | 147,2 0,9 
237 Vill ie 18,3 150 0,30 0,45 350 19,4 67,9 0,7 
24/ ,, 7 | 183 | 280) 075) 35 | 600 1 58011 3480 0,4 
24/VIIL| 11 17,0 190 0,65 1,24 250 CPO) || 2BME 0,5 
Dayl . ait a0) 190 0,30 0,57 300 60,0 | 180,0 0,3 
durehsehnittlich 0,55 | 0,98 49,5 | 196,1 0,5 
Allantoin im normalen Zustande. 
Galle Harn eA 
Datum | Nr. | 1S. - a) ea 
Menge mg% ae Menge me% ae Harnallan 
(cem) (mg) (ecm) 2 (ng) toin 
Syvnoel| al 17,9 140 3,6 aysil 480 69,9 | 335,6 15) 
29/X11 12 10,3 170 yl a) 250 58,4 146,1 3,6 
20/11 13 1553 54 43,4 23,4 180 | 327,0 | 588,7 4,0 
PAE 13 ays 42 30,5 12,8 540 | 218,0 | 1177,5 alll 
4/TI1 14 10,6 130 12, 16,4 300 | 291,1 | 873, 1,9 
BY 14 10,6 110 20,8 22, 200 | 450,3 | 900,6 253 
durehsechnittlich SiO eres 235,8 | 670,3 2,4 
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Allantoin bei Harnsiiurefiitterung (5 gr). 


ae Galle Harn eae 

Datum | Nr. Ses ee ees eee 

eem) | ™8% | Gew. | Xeety | mero | Ge, | Mazen 
11/VIIT} 11 | 17,0 | 140 | 12,0 | 16,8] 420] 89,5) 376,2 4,5 
127) 3 Tea 70-1 2281) 6,1 | 17,2 | 400 | 210,9 | 843,7 2,0 
TL 2 9,8 | 180 6,7 | 12,2 | 480] 50,2 | 215,9 5,5 
YW x: 12 9,8 12 4,9 5,8 190 | 118,38 | 924.3 2,6 
25/11 13 | 15,6 | 1235 | 40,9 | 98,2 | 590 | 253,9 | 1498,0 6,6 
26/ ,, 13 15,0! 18002 11,7 | 21,0) | 680 /e152.351 S079 2,6 
8/111 14 10,4 Tey) |) ae Bs |) SX) _ - — ae 
O75. TAS Os 4e 185. | 22:4 | ser 799 1) 703: 193744 2,3 
durehsehnittlieh 15,2 28,6 225,5 | 757,6 5 yh 


Allantoin bet phosphorvergiftetem Zustande. 


Prozentuales 

Galle Harn Verholinn Ee 

= & Gallenallan 

Datum Nr. ores Gan Gea “ton dee 

Menge of. -. | Menge BG Gans Tarnallan 
(com) ice 2 ye com) mg7o ede ) toin 
99/1V 6 16,5 175 1,9 350) 38) 29,0 | 110)4 3,0 
16/VII Gi 18,5 180 1.2 2,2 400 26,0 | 104,2 2,2 
19/VIII| 11 AO | Wee iy 2,9 | 200 | 197,7 | 4184 0,7 
2/TI1 1g} 15,0 Go) |) POR2 |) aleeal 550 | 101,1 | 556,1 2,2 
durchschnittlich 6,2 5,1 92,6 | 291,0 2,0 
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Allantoin bei Harnsiurefiitterung (5 gr) 
in phosphorvergiftetem Zustande. 


Prozentuales 

Galle Harn Verhiltnis d. 

< Gallenallan 

Datum | Nr. Fe ie es ves Aes 

Meng of acs: | Menge ; eae arnallan 
Coen y ewe ek (eens mse a toin 
23/VI11 6 18,3 150 4,1 6,1 350 | 206,3 | 722,2 0,8 
DY ss 6 18,3 18) iy 3,1 600 | 118,6 | 711,4 0,4 
ey AValaliG mele 17,0 199 2,6 4,9 250 | 116,3 | 299,9 Ney 
Dy Fe al 17,0 190 Sal 5,8 SOOM LOS dipouled: 1,8 
durchschnittlich 2) 5,0 136,2 | 508,9 ey 


Wie man in der Tabelle sieht, betrug die Harnsaure in der 
Galle nur 0,37mg% und 0,5mg der absoluten Menge im nor- 
malen Zustande; das Mengenverhaltnis der Harnsiure in der Galle 
zu der im Harne betrug nur 0,55% im Durchschnitte. Aber hei 
der Darreichung von Harnsaure, intravends oder per os, vermehrte 
sich die Harnsiure in der Galle und im Harne, und zwar stieg 
das Mengenverhaltnis der Harnsiure der Galle zu der des Harnes 
auf 2.3% bei der intravenésen Darreichung und 1,3% bei der 
Darreichung per os. Aus diesem Ergebnisse ersieht man, dass die 
Harnsaure in der Galle hinsichtlich des Purinstoffwechsels, 
wenigstens im gewohnhchen Zustande, keine Rolle spielt. Dagegen 
wurde Allantoin sehr reichlich in der Gallle gefunden. Und zwar 
betrug seine Konzentration 18,9 mg% und die absolute Tagesmenge 
14,3 mg in Durchsehnitte. Bei der Darreichung von Harnsiure 
vermehrte sich das Allantoin in der Galle betriachtlich. Es 
betrug durchschnittlich 28,6mg in einem Tage (bisweilen sogar 
98,2mg.). Sein Mengenverhaltnis zu dem des Harnes betrug 
normal 2,4%, bei Harnsaurefiitterung 3,7%, bisweilen 6,6%. Bei 
Phosphorvergiftung verminderte sich das Allantoin sowohl in der 
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Galle, als auch im Harne bis auf die Hilfte des normalen Be- 
standes, weil die Leberfunktion fiir Allantoinbildung aus Harn- 
saure durch Phosphorvergiftung gestért war. Wenn man also die 
Galle in Bezug auf den Purinstoffwechsel im Sinne der Bruesch- 
schen Behauptung betrachtet, muss bei der Stoffwechselunter- 
suchung beim Tiere das Allantoin der Galle viel bedeutungsvoller 
sein, als die Harnséure der Galle. Die Bestimmung des Allantoins 
in der Galle wurde zum ersten Mal von mir ausgefiihrt. Aus 
wissenschaftlichem Interesse versuchte ich noch weiter elementar- 
analytisch zu bestatigen, dass der Stickstoff in der Allantionfrak- 
tion der Galle tatsachlich derselbe des Allantoins ist. Der 
Hund mit Gallenblasenfistel wurde taglich mit 5,0@ Harnsiure 
gefiittert und die sezernierte Galle im Glas gesammelt. Die Aus- 
ganesmenge der Galle betrug fiir die Untersuchung 2200 cem. Bei 
der Isolierung des Allantoins aus der Galle verfuhr ich genau wie 
Wiechowski bei der Darstellung desselben fiir Harn und bekam 
schone weisse Krvystalle. Die Ausbeute betrug 0,62¢. Der 
Krystall schmolz bei 232°C, Analyse wie folgt: 
0,1568 @ Substanz gab 0,1766 g COs und 0,0626 g¢ H20. 
0,1388 2 Substanz nach Kjeldahl verbrannt, verbraucht 35,3. 
eem n/10-H»SOx,. 
Jo Je Jo 
C4H,gN,O3 (Allantoin) Ber.: C 30,33; H 3,83; N 35,49. 
Gef.: C 30,71; H 4,46; N 35,60. 
Zum Schluss fiihle ich mich verpflichtet, meinem verehrten 
Herrn Prof. Dr. M. Tsudji und Herrn Dozent Dr. Y. Sendju 
meinen herzlichen Dank fiir ihre tiberaus freundliche Leitung 


auszusprechen. 
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BEITRAGE ZUR EMBRYOCHEMIE DER REPTILIEN. 


Von 
MASAJI TOMITA und MITARBEITERN. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiserlichen Akademie cur Forderung 
der Wissenschaften.) 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen 
Akademie in Nagasaki.) 


VIII, Uber das Verhalten des Ovomukoides und Cholins 
bei der Bebrutung des Meerschildkroteneies. 


VON 
MASAO TAKAHASHI. 


(Hingegangen am 6. April 1929.) 


Samtliche bisher in der Literatur erschienenen Angaben tiber 
das Vorkommen von Ovomukoid im Ei beziehen sich lediglich 
auf das leichtest zuganegliche Untersuchungsmaterial, das Vogelei. 
Eine Ausnahme hiervon bildet eine von Komori (1926) im 
hiesigen Institut ausgefiihrte Untersuchune tiber die Mukoid- 
substanz in der Hisackfliissigkeit der Gastropoden. 

Der ziemlich grosse Gehalt an Ovomukoid im Ei, welches den 
Schutz der Zellen und Gewebe vor Schidigungen der physikali- 
schen Eigenschaft des Ovomukoides verdankt, dann nicht ohne 
besondere physiologische Bedeutung sein. Um die Frage auf- 
zukliren, welche Aufgabe diese Substanz zu erfiillen hat, schien es 
mir wiinschenwert, das in verschiedenen Tierklassen vorkommende 
Ovomukoid systematisch zu untersuchen und miteinander zu ver- 
eleichen. 

Dank der Uberlassung einer grésseren Anzahl von Hiern der 
Meerschildkréte, habe ich im Anschluss an bereits mitgeteilte 
Beobachtungen bei diesen Eiern den Versuch unternommen, einer- 
seits den Gehalt des Hierklars an Ovamukoid in ganz verschiedenen 
Entwicklungsstadien zu ermitteln und andererseits die Frage zu 
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priifen, ob auch das Ovomukoid durch Diastase gespalten wird. 

Bei Gelegenheit dieser Untersuchung war ich unter Benutzung 
der fiir die Ovomukoidversuche nicht gebrauchten Materialien im- 
stande, das Verhalten des freien und gebundenen Cholins in ver- 
sehiedenen Entwicklungsstadien zu untersuchen. 


IT. User pAS VERHALTEN DES IM MEERSCHILDKROTENEI BEI 
DER BEBRUTUNG VORHANDENEN OVOMUKOIDES. 


A. Darstellung des Ovomukoides aus frischen und bebriteten 
Eiern der Meerschildkrote. 


Eierklar wurde mit dem 4 fachen Volumen Wasser gut durch- 
geschiittelt, in das 1144 fache Volumen siedenden Wassers gegossen, 
unter Zusatz von Essigsaure bis zur schwach sauren Reaktion unter 
eutem Umriihren auf freiem Feuer, zuletzt bis zam starken Sieden 
erhitzt und abfiltriert. Das Filtrat, das keine Fallung mit Queck- 
silberchlorid und Salpetersaure ergab, wurde anfangs auf freiem 
Feuer, dann auf dem Wasserbade auf ein kleines Volumen ein- 
eedampft, abfiltriert und in die 5 fache Menge absoluten Alkohols 
gegossen. Der Niederschlag wurde mehrmals in Wasser gelost und 
wieder mit absolutem Alkohol gefallt, filtriert, mit Ather nach- 
gewaschen und so entwassert. 

Um eine Vorstellung vom Ovomukoidgehalt des Hiweisses zu 
erhalten, habe ich zunachst den Versuch unternommen, die organi- 


TABELLE I. 
es : Organische 4 
pee anes Trocken- Ovomukoid Relation des Ovomukoides: 
in Tagen pais: g organischer Trockensubstanz 
Frisch 15,710 5,066 Beye 
Abts} 18,577 3,033 IG 
30 12,219 2,720 1:4,4 


45 6,798 1,720 WEBS 
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sche Trockensubstanz und das Ovomukoid in ganz verschiedenen 
Entwicklungsstadien des Meerschildkréteneies zu verfolgen. Dabei 
wurden zu jedem Versuch 100 Hier verwendet. 

Hieraus ergeben sich folgende Werte fiir die organische 
Trockensubstanz resp. ftir das Ovomukoid in dem Hierklar von 100 
Hiern (vgl. die Tabelle I). 

Das Ovomukoid ist also der organische Bestandteil des Eier- 
klars des Meerschildkroteneies, der in Bezug auf die Menge den 
ersten Platz einnimmt. 

Um zu entscheiden, ob das Ovomukoid sich wihrend der 
Bebriitung in seiner Zusammensetzune und Higenschaft ganz 
eleichmiassig verhalt, oder ob es dabei Verinderungen erfahrt, habe 
ich zunadchst die Elementaranalyse der Praparate ausgefiihrt. 

Die Elementaranalysen ergaben folgende Werte: 


TABELLE II. 


Se, Paste ee Priparat aus Praparat aus 
gee ee ave aus 30 Tage lang 45 Tage lang 
“ s ay Hie nee bebriiteten bebriiteten 
% tere Eiern Eiern 
Cc 48,26 46,41 52,16 
H 7,08 7,28 Lat! 
N 12,90 11,94 13,05 
SS) 2,90 — _ 


B. Uber die Wirkung der Diastase auf das Ov mukoid 
des Meerschildkrotenetes. 


Sagara (1929) hat im hiesigen Institut ganz einwandfrei 
das Vorkommen der Diastase sowohl im Eiweiss als auch im Dotter 
und Embryo der Meerschildkréte nachgewiesen. So war es von 
hohem Interesse die Frage zu priifen, ob auch das Ovomukoid 


-dureh Diastase gespalten wird. 
0,5g@ des Ovomukoides wurde in 50cem Wasser geldst, mit 


446 M. Takahashi: 


50 cem Diastaselésung (0,5 @ Takadiastase in 50cem H2O) unter 
Zusatz von Toluol bei 37°C im Brutschrank digeriert. Nach einer 
bestimmten Frist wurde der abgespaltene Traubenzucker nach 
Bertrand ermittelt. Bei den Kontrollversuchen wurde festgestellt, 
wieviel Traubenzucker in der wisserigen Fermentlosung allein 
auftritt, wahrend in der rein wasserigen Ovomukoidlosung keine 
Hydrolyse stattfand. Das Wasserstoffionenoptimum der Diastase- 
reaktion wurde bei pH 7,09 angenommen. 


a) Diastaselosung+ Ovomukoidlésung 160,6 mg Traubenzucker 
b) Diastaselosung 114,7 mg 
¢) Ovomukoidlésung 0 5 


Diese Versuche zeigen, dass die Diastase einen Teil der Kohlen- 
hydratgruppe aus Ovomukoid abspalten kann. 

Wie aus folgender Tabelle ersichtlich ist, ist das Verhalten des 
Ovomukoides gegen Diastase bei verschiedenen Entwicklungs- 
stadien fast gleich. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das 
Ovomukoid sich wiahrend der Bebriitung in seiner Zusammen- 
setzung beinahe gleichmiassig verhalt. 

Die Ansatze hatten die folgende Zusammensetzung : 


50 cem 1%ige Ovomukoidlésung, 
50 cem 1%ige Takadiastaselésung, 
5 eem Toluol. 


TABELLE III. 


Priparat aus pH mee tee iene eee 
mg 

frischen Hiern 7,09 3 Tage 30,3 

ee » r 31,8 

bebrit Bieta » : 30,3 
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II. User pas VERHALTEN DES FREIEN UND GEBUNDENEN CHOLINS 
BEI DER BEBRUTUNG DES MEERSCHILDKROTENEIES. 


Sowohl vom Standpunkt des Phosphatidstoffwechsels als auch 
der Schwangerschaftstoxikose hat Y. Nakamura (1928) im 
hiesigen Institut das Verhalten des freien und gebundenen Cholins 
in ganz verschiedenen Entwicklungsstadien des Hiithnereies unter- 
sucht. Er kam. zu der Anschauung, dass die Menge des im 
Hiihnerei vorkommenden freien Cholins, welches sich nur im Dotter 
findet und bei 9 tagiger Bebriitune den Minimalbetrag erreicht, 
bei weiterer Bebriitung allmahlich zunimmt, wahrend das im 
Hiihnerei gebunden vorhandene Cholin dabei eine Abnahme 
erfahrt. 

Um einen Beitrag zur Erforschune des Cholinstoffwechsels 
bei dem sich entwickelnden Embryo zu lefern, habe ich diese an 
den Hiuhnereiern gemachten Erfahrungen auf  Reptilieneier 


angewandt und weiter entwickelt. 


A. Das freie Cholin. 

Die Bestimmung des freien Cholins selbst geschah folgender- 
massen: Der gesamte Eiinhalt wurde mit heissem Alkohol dreimal 
extrahiert, der vereinigte Alkoholextrakt durch Destillation unter 
vermindertem Druck verdampft und der Riickstand in Wasser 
eelést und mit Ather stark geschiittelt. Die wisserige Lésung 
wurde dann unter Zusatz von Schwefelsaure mit Kaliumqueck- 
silberjodidlésunge gefallt. Nach 24 Stunden wurde der Nieder- 
schlag auf dem Filter gesammelt, sorgfaltig ausgewaschen und 
under Schwefelsiurezusatz durch Silberoxyd zerlegt. Nach Abfil- 
trieren des Jodsilbers wurde das Filtrat durch Barytwasser von 
iiberschiissiger Schwefelsiure und Silbersulfat befreit, der Baryt 
durch Hinleiten von Kohlensaéure und Erwirmen entfernt und die 
wiisserige Lisung mit Salzsiure genau neutralisiert. Jetzt wurde 
die Lésung unter vermindertem Druck eingedampft und mit 
Alkohol ausgezogen. Die alkoholische Losung wurde wieder ein- 


448 


gedampft und mit absolutem Alkohol extrahiert. 
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Diese Prozedur 


wurde so oft wiederholt, bis der Riickstand in absolutem Alkohol 
Aus der alkoholischen Lésung wurde mittels 
Platinchlorids das Doppelsalz der Base isoliert und aus Wasser 


ganz gelost war. 


umkrystallisiert. 
man die Platinverbindung in Form orangeroter 


Prismen; ihr Schmelzpunkt lag zwischen 222°C bis 227°C. 


Nach mehrmaligem 


Umkrystallisieren 


erhielt 
Tafeln oder 


Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


TABELLE LV. 


Steelers | eee 
Hier g berechnet mg 
Frisch 10 0 0 
15 Tage 10 0 0 
30 Tage 10 0,1110 4,51 
45 Tage 10 0,0385 1,56 


lauge verseift und zum Trockenene eingedampft. 


B. Das Gesamtcholin. 


Der gesamte Eiinhalt wurde mit heissem Alkohol erschépfend 
extrahiert, der vereinigte Alkoholextrakt mit alkoholischer Baryt- 


Der Riickstand 


TABELLE V. 
Bebriitungs- Zahl der Menge des Cholin- Menge des Gesamt- 
daner verwendeten platinchlorides Cholins auf ein Ei 
Hier g berechnet mg 
Frisch 10 0,4377 17,78 
15 Tage 10 0,4022 16,34 
30 Tage 10 0,4577 18,60 
45 Tage 10 0,2318 9,42 


ne ee 
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wurde in Wasser aufgenommen, der tiberschiissige Baryt durch 
Einleiten von Kohlenséure und schliesslich unter Zusatz von 
Schwefelsiure befreit und die schwefelsaure Lésung wurde dann 
mit Kalumquecksilberjodidlésung gefallt. Die weitere Verarbei- 
tung geschah genau so wie bei dem freien Cholin. 

Die Befunde sind in der Tabelle V. verzeichnet. Durch 
Subtraktion des vorher gefundenen freien Cholins von dem 
Gewichte des Gesamtcholins wurde die Menge des gebundenen 
eefunden. 

Aus den Versuchsresultaten geht hervor, dass die Menge des 
freien Cholins im Vergleich zu dem Gesamtcholin sehr klein ist. 
Es fallt auf, dass bei 45 tigiger Bebriitung eine starke Abnahme 
des Gesamtcholins erfolet. Die Frage, in welcher Weise das Cholin 
bei einem spateren Entwicklungstadium des Embryos umgewandelt 
wird, steht noch dahin. 
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UBER DAS VERHALTEN DER HEXON- UND 
PURINBASEN, DIE WAHREND DER BEBRUTUNG IN 
FREIER FORM IM HUHNEREI 
VORHANDEN SIND. 


Von 


MASAO TAKAHASHI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
in Nagasaki. Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 6. April 1929.) 


Das Problem, welche Aminosiiuren als Bausteine fiir Ko6rper- 
eiweisS unentbehrlich sind und welche ausserdem als Aufbau- 
material zur Bildung wichtiger Stoffe Verwendung finden, die bei 
bestimmten Organfunktionen eine bedeutsame Rolle spielen, hat 
unter den gesamten Forschungsgebieten des Aminosiurenstoff- 
wechsels einen hervorragenden Platz eingenommen. Besonders 
steht die Frage im Brennpunkt unseres Interesses, wie sich die 
freien Hexon- und Purinbasen bei dem Wachstum des keimenden 
Embryos verhalten, weil die Nukleoproteide, welche einen wesent- 
lichen Bestandteil des Zellkerns darstellen, durch quantitativ 
erdssere Beteiligung der Hexon- und Purinbasen am Aufbau aus- 
gezeichnet sind. 

Aus diesem Grunde habe ich mich im Anschluss an eine 
friihere Arbeit von Sendju (1925) und Sagara (1928) mit der 
Frage beschiaftigt, wie die freien Hexon- und Purinbasen sich bei 
der Bebriitung des Hiihnereies verhalten. 

Als Untersuchunesmaterial benutzte ich moglichst gleichgrosse 
Hier, die von unter eleichen Bedingungen ernahrten Hennen der- 
selben Rasse in einer bestimmten Frist geleet waren, und zwar 
verwendete ich zum Teil frisch befruchtete Hier und zum Teil 
bebriitete Hier, die 5, 9, 14, 17 und 19 Tage alt waren. 

Der gesamte Hiinhalt wurde zerkleinert, mit Wasser durch- 
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geriihrt und dann mit Ather stark geschiittelt, um das Fett zu 
beseitigen. 

Die entfettete Masse wurde unter Herstellung schwach saurer 
Reaktion durch verdiinnte Essigsiure beim Zusatz von essigsaurem 
Natrium in der Hitze koaguliert. Das Filtrat wurde eingedampft, 
mit Schwefelsdure versetzt, bis der Prozentgehalt 5% HeSO4 
betrug, und mit Phosphorwolframsaure gefalit. Der Phosphor- 
wolframsiureniederschlag wurde durch Baryt zersetzt und der 
liberschiissige Baryt durch Kohlenséure abgeschieden. Das Filtrat 
von kohlensaurem Barium wurde stark eingeengt, mit Salpeter- 
siure angesduert und dann mit 10%iger Silbernitratlosung gefallt. 
Die Silberfallung wurde in Wasser aufgeschwemmt und mit 
Schwefelwasserstoff behandelt. Das Schwefelsilber wurde abfil- 
triert und das Filtrat im Wasserbad auf ein bestimmtes Volumen 
eingeenet. Mit einem aliquoten Teil wurde der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt und als Purin-N festgestellt. Aus dem Filtrat 
der Silberfallung wurde Histidin, Arginin und Lysin nach dem 
Verfahren von Kossel und Edlbacher (1920) getrennt, das 
Histidin als Pikrolonat und die anderen als Pikrat isoliert. 

Die Versuchsresultate werden in den folgenden Tabellen 
zusammengestellt. 


I. PurRINBASEN. 


Gewicht des Purin-N-menge 


Bebriitungs- Zahl der ‘ 
poate VoMnentercl "iianaltes auf ein Hi 
in Tagen jy g 8 berechnet. mg 
Frisch 30 1550 0,0014. 0,04 
5 aul 1546 keine Fallung == 
9 32 1570 0,0014 0,04 
14 18 815 0,0070 0,38 
ii 33 1250 0,0560 1,69 
it) 33 1385 0,0315 0,95 


ro 
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Vergleicht man die Befunde mit denen des Sendju’schen 
Versuches (a.a.O.), so findet sich besonders in den spiteren Stadien 
der Bebriitung eine grosse Differenz der Purinmenge. Dieser 
Mengeunterschied deutet darauf hin, dass eine bedeutende Quan- 
titat der Purinstoffe durch Saurehydrolyse der Nukleinsiiuren auf- 
gespalten wird, welche sich wahrend der Bebriitung mit fort- 
schreitender Entwicklung des Embryos vermehren. 


Il. HeExonsBasen. 
A. Histidin. 


+s Gewicht des Histidin-Menge 
ee dauer | verwendeten neta , auf ein Ei 
he ee g 8 berechnet. mg 
Frisch 30 1550 0,0041 0,13 
5 31 1546 0,0037 0,12 
9 32 1570 0,0007 0,02 
14 18 815 0,0035 0,19 
lg 33 1250 0,0068 0,20 
19 33 1385 0,0126 0,38 


B. Arginin. 


+s . Gewicht des Arginin- Menge 
Paauer | vermendeten | YET OM | 
ee ke g 8 berechnet. mg 
Frisch 30 1550 0,0307 1,02 
5 31 1546 0,0589 1,90 
9 32 1570 0,0741 2,31 
14 18 815 0,0613 3,40 
as 33 1250 0,1330 4,03 
19 33 1385 0,1701 5,15 
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C. Lys. 
Bebritungs- Zahl der oo Us wih woe 
Be || ae ee 
Z Z | 

Frisch 30 1550 0,1965 | 6,55 

5 ot 1546 0,2163 | 6,97 

9 32 1570 0,3003 | 9,38 

14 18 815 0,2876 | 15,97 

17 33 1250 0,5379 | 16,30 

19 33 1385 0,9926 | 27,35 


Nach dem Resultate der Untersuchung iiber Hexonbasen 
handelt es sich um eine stetige Zunahme dieser Stoffe bei der 
Bebriitung des Hiihnereies. Vor allem hauft sich das Lysin in 
der letzten Halfte der Bebriitungsperiode in grosser Quantitat an. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Wahrend der Bebriitung des Hiihnereies tritt eine Neu- 
bildung der Purinbasen ein. 

2. Die Menge des im Hiihnerei vorhandenen freien Histidins 
ist sehr gering und betragt 0,1 mg, nimmt aber bei der Bebriitung 
allmahlich zu und erreicht bis zu 0,38 mg. 

3. Im Vergleich mit dem Histidin betraégt die Argininmenge 
ungefahr das 10 fache, und nimmt auch bei der Bebriitung in 
derselben Relation zu. 

4. Die Menge des im frischen Hiihnerei frei vorhandenen 
Lysins betragt tiber 6mg und eine Vermehrung dieses Stoffes 
erfolgt in der letzten Hilfte der Bebriitungsdauer in viel bedeu- 
tenderem Masse als in der ersten Halfte. Bei 19 tégiger Bebriitung 


erreicht der Lysingehalt seinen Héhepunkt. Er betriigt 27,35 mg. 
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THE FATE OF HIPPURIC ACID IN THE CHICKEN 
ORGANISM. 


By 


MASAO TAKAHASHI. 
(From the Department of Physiological Chemistry, the Medical College, 


Nagasaki. Director: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Received for publication, April 6, 1929) 


It is a well known fact that in the bird and the mammal 
there are marked differences in the synthetie processes as far as 
concerns the detoxication of benzoic acid, namely hippurie acid 
formation in the ease of the mammal and ornithurie acid synthesis 
in the avisorganism. J. Yoshikawa (1910) has already stated 
by his experiments that the chicken does not excrete hippurie acid 
as detoxicating product, although large doses of benzoic acid and 
elycocoll are administered to it. More recently my work (1928) 
has clearly shown that the embryo in 14th to 18th day of develop- 
ing hen eges are able to synthesize ornithurie acid in order to 
detoxicate benzoic acid injected into it, but no traces of hippuric 
acid are detected at any developing period. What is the reason 
for such difference in the detoxicating process between these two 
kinds of animal organisms? One way of solving this problem, is to 
study the fate of hippuric acid in the chicken and the behaviour of 
ornithuriec acid in the mammal. My experimentation described 
below followed at first the fate of hippuric acid in the chicken 
after the oral administration, then, showed which organ contains 
an enzym, which hydrolyses hippuric acid into benzoic acid and 
elycocoll. 

The experimental result shows that hippuric acid when fed 
to chicken can be recovered almost in an amount of 90% from 
the urine and that 10% of it is excreted in the excreta in a form 
of benzoic acid. This spitting process holds much better in the 
kidney than in that of the liver and muscle. 
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By the artificial perfusion with blood through the kidney, the 
hippurie acid is sure to be decomposed into benzoic acid and 
elycocoll, even though but a small amount of benzoic acid is to 
be found. The whole series of the experiments may be represented 
as follows. 


EXPERIMENTAL. 
I. The Feeding experiment. 

The cheiken were kept in cages. Each chicken was given per 
os lem. daily dose of hippuric acid as sodium salt. The total 
amount given to five chickens during four days was 18gm. The 
excrement was collected during the followmg 24 hours and 
evaporated to dryness on the water bath. It was extracted with 
hot alcohol and filtered. This alcoholic extract was evaporated to 
sirup. Such treatment with alcohol was repeated three times. 
This sirup was taken up with a small quantity of water, and 
acidified with sulphuric acid. By shaking this aqueous solution 
with ethyl acetate in a separatory funnel for a period of many 
hours, all benzoic and hippuric acid go into ethyl acetate layer. 
The aqueous solution was then drawn off, and the ethyl acetate 
was washed with a few ec. of distilled water. On evaporating the 
ethyl acetate solution a large amount of crystallized mass separated 
out. These crystals were dissolved in the petroleum ether. Upon 
standing in the cold this solution gradually deposited some erystal- 
lized substances. This material weighed 1,87 gm. and the inves- 
tigation showed it to consist of benzoic acid. The residue of 
petroleum ether was then dissolved in a large quantity of hot 
water and filtered, if necessary, it was decolorized with a small 
pinch of charcoal. After the filtrate had evaporated and cooled 
the purified hippuric acid melting at 187°C appeared in it. The 
yield was 14,09 om. 
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II. The experiment with the organ. 


The organ which was taken out from a freshly killed chicken 
was minced with scissors, pestle and glass-mortar. This minced 
organ was mixed with 50 ce. of water and 10 ce. of 10% sodium 
hippurate. 

Chloroform and toluene were added to prevent bacterial 
action. This material was kept in the incubator of 37°C for one 
weck. Then the content of the bottle was deproteinized with 
heat and acetic acid, following the same method employed at the 
feeding experiment. By such treatment, benzoic acid was esti- 
mated. For the determination of elycocoll, the watery part of 
ethyl acetate was used. The solution was freed from sulphuric 
acid with barium hydroxyd and the clear filtrate of barium sulphate 
was evaporated and filled to a difinite amount, from which amino 
nitrogen was estimated by the Van Slyke method and then ecal- 
culated for glycocoll. Hach experiment with the organ was carried 
out simultaneously with two controls. The first control was at- 
tempted under the same manner as the original, except only 
without hippurie acid added, in order to determine amino nitrogen 
which is yielded by the autolysis of an organ. These control values 
were deducted from the original figures. As a second one, the organ 
mass was boiled for one hour and treated under the same coudi- 
tion as above to show that the boiling procedures result in the 
destruction of the hydrolysing power of the histozyme in the 
organ tissue. 

The figures of the experiments with the various organs 
obtained are as follows: 
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Amount |4mount 3enzoie acid Glycocoll 
of of ; E - 
Organ organ hippuric Caleula- » Found Caleula- Found 
used. | 2284) I" tion. | tion. : 
em. ee gm. mg. iG gm. meg. % 
Kidney 10 0,5 0,3407 | 0,2446 HUST, 209,9 |108,2556) 51,69 
. & Rs i, 0,2464 | 72,32 oa 15453 35073500 
” 96 Bs ry 0,2770 | 81,30 ip 188,1905| 89,87 
Liver 20 1,0 0,6815 | 0,1148 16,84 
J : » | 01266 | 18,57 | 
” > 9 e 0,1878 | 27,56 
” ” ” so 0,1554 22,80 
” ” ” ” 0,1780 26,12 
” 9 S i 0,1930 | 28,32 
Intestine 20 & op 0,9160 2,34 418,9 7,9046 1,88 
” £6 5 || Cxoilexs 1,9( 3 7,9946, 1,88 
Spleen 3 o - 0,0130 1,90 x 3,1125| 0,78 
” ” ” 9 0,0150 2,20 Ap 1,5562 0,37 
Lung 15 aS 6 0,0204 2,99 ef; 13,9601 3,08 
” ” ” > 0,0210 3,08 3 9,9715| 2,38 
Muscle 20 AS 0,0836 12,26 58,1545} 13,58 
” » BS 0,0804 | 11,79 53 54,3025} 12,71 
Pancreas i) ” ” = = ” =a ee 


The present experiment indicated that the amino nitrogen yield 
by autolysis of a liver in a case of the control trial was greater 
than that of original experiment which contained an amount of 
amino nitrogen of amino acid based upon the decomposition of 
hippuric acid and the autolysis of tissue. Whether this is due to 
the paralysatoric action of glycocoll upon the autolysis in the liver 
or not could not be determined. 


Ill. The perfusion experiment. 


The perfusion fluid was made of the mixture of normal salt 
solution (0.9%) and the blood of a chicken which was whipped free 
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from clot and filtered through cloth. When all the apparatus of 
perfusion was arranged, the chest and the abdomen of a chicken 
were quickly opened by medium incision. After tying all the 
blood vessels except the arteries and veins of the kidney in which 
two cannula are fixed, the kidney was freed as soon as possible 
with great care from other organs and tissue. Then the perfusion 
solution with 10 ce. of 10% sodium hippurate was flowed for one 
hour through the kidney in the usual manner. This perfusion 
fluid was analysed by the same treatment as that used previously 
and determined benzoic acid weighed 0,0216 gm. 
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STUDIES ON TYROSINASE. 


I. The oxidation and reduction potential 
of the tyrosinase system. 


By 
DAISABURO OKUYAMA 
(From The Laboratory of Medical Chemistry, Kyushu Imperial University, 
Director: Prof. Dr. K. Kodama). 


(Received for publication, April 12, 1929.) 


INTRODUCTION. 

A series of elaborate experiments on tyrosinase carried out by 
Raper and his coworkers (1923-1927) have thrown much light 
upon the chemismus underlying the formation of melanin in the 
animal body. So, it is almost settled that the first attack of tyro- 
sinase on tyrosine is the introduction of a second hydroxy-group in 
ortho-position to the first in the benzol.ring. The experimental 
evidence, which lead to this conclusion, was given by the above 
investigators by isolating 3-4-dioxyphenylalanine from the reaction- 
products of tyrosinase on tyrosine and homo-eatechol, as a com- 
pound with aniline, from those of tyrosinase and p-cresol. 

In these instances, tyrosinase is active only in the presence 
of air, namely oxygen, so that its action is generally understood to 
be of an aerobic nature. It is, however, to be decided whether it 
lies in the activation of hydrogen or of oxygen, in other words 
whether it acts in the Wieland’s sense or in the Warburg’s. 
MeCanece (1925) observed that tyrosine, when dissolved in a cer- 
tain strength of alkali, was able to decolourise methylenblue in a 
sufficient length of time. He also noticed that p-cresol and tyro- 
sinase, when mixed with glyein, could reduce methylenblue within 
a few minutes, at 37.5°C. These facts suggest that the activation 
of hydrogen may intervene in the initial stage of the melanine 


formation and in similar eases. 
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It is the purpose of this paper to give additional evidence in 
support of the observation of MeCanee, based on the experimental 
facts revealed by the study of the oxidation and reduction potential 
of the various systems, in which tyrosinase displays an unequivocal 
role in the reaction involved. 


Experiments. 
The preparation of the tyrosinase. 

The tyrosinase used in this experiment was prepared from 
potato skin in the following manner. 

The crude materials were crushed with a meat chopper, and the 
juice was pressed out by means of the pressing machine, and then 
filtered through filter paper to free them from starch. The filtrate 
was mixed with an equal volume of 95% alcohol. The precipitate 
which resulted was collected on a buchner funnel, and dissolved 
again in a quantity of water of half the volume of the original 
juice. To this solution was added an equal volume of half satu- 
rated ammon-sulphate. The whole solution was shaken for 1 hour, 
and then filtered. A clear, but brown coloured filtrate was 
obtained. This was mixed with an equal volume of saturated 
ammon-sulphate solution, upon which a white grey precipitate was 
produced. The precipitate was collected by centrifuge, dissolved 
again in a small amount of water, and submitted to dialysis against 
water until it became free from sulphate reaction. <A last trace of 
salt, if necessary, was freed by electrodialysis. 

The enzyme preparate, thus obtained, showed an enormous 
activity and when kept in an ice chest, in a state of solution, re- 
tained its strength undiminished for a considerable length of time. 

100 ce. of this solution contained 0.19 gm. of dry substance, 
its nitrogen-content being 0.1005%, determined after Folin and 
Former (1912) and the iron content 0.39% after R. P. Kennedy 
(L927, 

To measure the oxidation and reduction potential, the method 
deseribed by Kodama (1926) was followed. The reaction vessel 
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was made of glass of 15 ee. capacity (3x8) with a rubber stopper. 
The latter had 4 bores, for the electrode, agar salt bridge, gas inlet 
and outlet. The electrode was made of thick gold wire of 2 em. 
long, and before use was cleaned in water and ignited to red heat 
in a flame of redestilled methyl-alcohol. 

The electric potential was measured by the unipivote potentio- 
meter of The Cambridge Instrument Co. at room temperature 
(27°-292°C) using the saturated calomel cell as the reference 
electrode. From the observed value Eh was calculated in the 
usual way, taking the value of the saturated calomel cell + 245 
millivolt at the temperature of 28°C. 


I, EKxperwmment. 


Reaction mixture: 


phosphate-buffer -- p-cresol -+ tyrosinase + elycin. 

Into the reaction-vessel 3 ce. of M/5 phosphate buffer (pH 
7.38) was introduced and nitrogen, purified with extreme pre- 
caution, was bubbled through at a rate of 50 bubbles per minute. 
When the potential showed a steady value, usually Eh = 320m.yv. 
1 ce. of M/10 p-cresol solution, 1 ce. of the tyrosinase solution and 
lee. of M/10 elyein solution were added, successively, under the 
precaution that the new addition was always done when the 
potential showed a steady value. The experimental result is 
illustrated in Fig. 1 where the abscissa represents Eh. and the 
ordinate time in minutes. The same expermients were repeated 
with the only difference that the order of the addition of the 
reactants was reversed, and the results are illustrated in Fig. 2 
and 3. 

It is apparent from Fig. 1 that p-cresol alone does not cause 
any appreciable change of the potential. On the addition of 
tyrosinas a transient rise, followed by a drop, was observablle. 
The initial rise was of course produced by tyrosinase solution 
alone, which was, however, soon covered by the reductions process 
due to the interaction between the ferment and p-cresol. The 
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Fig. 3. The reduction-potential curve of buffer + glycin + 
p-cresol +tyrosinase. 


chemismus may be interpreted in the following way, based on 
the postulation of: Raper and his coworkers. 


OH OH 
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Aceording to the electronic theory of Fry (1908) on the 
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constitution of benzol ring the —H atom in ortho-position to —OH 


may be charged negatively, so that in alkalin solution it has the 


tendency to be replaced by —OH ion and the liberated —H™ ion 


readily gives off 2 electrons to attain its more stable form —H*. 


This tendency seems to be more predominant in the case of tyrosine, 


which will be discussed later. 


Next, on the addition of glycin a remarkable drop was noted. 
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Fig. 4. The reduction-potential 
curve of buffer, p-cresol, 
glycin + methylenblue + 

tyrosinase. 


A slight lowering due to glycin alone 
is not sufficient for the explanation of 
this drop and moreover, glycin + 
tyrosinase and gelycin + p-cresol, as 
shown in Fig. 2 and Fig. 3 respec- 
tively, are not effective in bringing 
it about. The only explanation which 
may be given is by assuming that 
elycin + p-cresol gave rise to the sub- 
stance of the high reductions poten- 
tial by means of tyrosinase. The role 
of the latter in the chemismus in- 
volved, therefore, is the activation of 
hydrogen from glycin + p-cresol. 
The lowest potential attained, how- 
ever, was Eh + 140m.v. But when 
methylenblue was added it dropped 
to Eh-20 m.v., (Fig. 4) which corres- 
ponds to 90% reduction of methylen- 
blue at pH of this experiment. It 
seems rational to assume that the 
electro-chemical potential does not 
necessarily show the reduction or 
oxidation intensity in the case of 
biological substance, as discussed by 
Kodama (1926) on xanthin oxi- 
dase. 


Studies on Tyrosinase. 


Fig. 1, 


Fig. 2, 
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Fig. 32. 


The reduction-potential curve of buffer + glycin+ 
p-eresol + tyrosinase. 
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The above experiments were repeated in ordinary air instead 
of the nitrogen medium. The results are indicated in Fie. 1s, 
29, 3a. 

In this case the rise of the curve on the addition of tyrosinase 
to p-eresol appeared shehtly higher, but there was no drop directly 
following, and that on the addition of elycin was also of in- 
considerable magnitude. These facts can be explained in a com- 
prehensive manner by assuming that active hydrogen was readily 
combined with atmospheric oxygen, forming HsO». and further 
water. The reaction system passed through varying stages of 
colour, blue, red and finally brown red, suggesting that the process 
is of a very complicate nature. 

The oxygen-uptake, measured by Barcrofts differential mano- 
meter is about 2,0633 ee. at the standard condition by M/10 p-eresol 
and M/10 glycin. Roughly one molecule of oxygen corresponds 
to one molecule of p-cresol and glycin. 


IT. Experiment. 
Reaction mixture :— 
phosphate buffer -+ catechol + glycin-+ tyrosinase. 

The experimental procedures are quite the same as in the 
foregoing experiment. The results are illustrated in Fig. 5 and 6. 

Catechol itself showed a definite reduction potential, which 
was intensified by the addition of glycin, suggesting that some 
dehydrogenating process occured. On the addition of tyrosinase, 
a sudden rise, followed by a rapid fall, was also noted. The facts 
might be interpreted in the same manner as in the previous ex- 


periment. 


II, Experiment. 
Reaction mixture :— 
phosphate buffer + hydrochinon + glycin + tyrosinase. 
Fie. 7 and 8 illustrate the results. The reductions potential 
due to hydrochinone alone is greater than that of catechol. On 
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the addition of glycin, no marked change was observed, as in the 
ease of catechol. Tyrosinase caused a reduction of the potential 
after a certain interval of time, but in a slow tempo, when com- 
pared with the former experiment. 


IV. Expervmment. 
Reaction mixture :— 
phosphate buffer -+- resorcinol + elyein-+ tyrosinase. 
The experimental result is illustrated in Fig. 9. The signi- 


Fig, 9 
| - | 
\ , 
Resoreinol 
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ib 
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1 
| 
i : >| 
i] 
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200 mv. a i 


10 2 «= 80 4 SO 60 70 
Fig. 9. The reduction-potential curve of buffer + 
resorcinol + glycin + tyrosinase. 
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ficant points in this experiment are the apparent drop on the addi- 
tion of glycin, and the lack of change on the addition of tyrosinase. 


V. Experiment. 
Reaction mixture :— 
phosphate buffer-+ tyrosine+ glycin + tyrosinase. 

Fig. 10, 11, demonstrate the results. It is remarkable that 
tyrosine itself exhibits a fairly strong reducing power. This is 
not modified appreciably by the addition of glycin and tyrosinase. 
In the medium of ordinary air this reductions-potential is of a 
quite inconsiderable order. 


Fig. 10 5 Fig.11, 
: : =. 
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Fig. 102. The reduction-potential Fig. lle The reduction-potential 
eurve of buffer + tyrosinase + eurve of buffer + tyrosine + 
tyrosine in the 0s-mediun. tyrosinase in the 02medium. 


VI. Experiment. 
Reactions mixture :— 
phosphate buffer-+- dioxyphenylalanine + glycin + tyrosinase. 
Fig. 12, 13, illustrate the results. 
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It is to be noticed that the general run of the curve is the 
same as in the case of tyrosine. 

The addition of glycin and tyrosinase do not bring about any 
noteworthy chanee. 


DISCUSSION. 

Krom the observations on the oxidation and reduction poten- 
tial of various tyrosinase systems it is almost certain that the 
essential feature of the action of tyrosinase is the catalysing of the 
anaerobic oxidation of phenols in the presence of aminoacid. 
Tyrosine manifests, however, a peculiar behavior in that it retains 
a high reduction potential without the aid of tyrosinase. This 
fact stands quite in agreement with the observation of MeCanece 
(1925) that tyrosine-+tyrosinase did not reduce methylenblue any 
Faster than tyrosine alone. 

The reason why tyrosine shows this different nature apart 
from the usual monophenols can not be explained at present. 
At any rate, the readiness with which tyrosine can be converted 
into melanin by means of tyrosinase should be connected with its 
chemical constitution containing a phenol and an aminoacid group 
in its molecule and at the same time with the high reduction 
potential exhibited by it. 

It is also interesting to note that Eh attained by tyrosine 
solution is lower than that by p-cresol. As briefly referred to 
above, the H atom attached to the ortho-position to the hydroxyl 
eroup in benzene nucleus might be more labile in the molecule of 
tyrosine than in that of p-cresol. Here lies the extreme easiness 
of the spontaneous blackening of alkaline tyrosine solution. 

With regards to the behaviour of diphenols, it is noteworthy 
that resorcinol differs from hydrochinon and catechol in the fact 
that tyrosinase did not bring about any change in the presence of 
elycin in the medium of nitrogen. With resorcinol and elyein, 
no colour appeared in the presence of oxygen. The visible colour 
developed in other intances, therefore, should be necessarily cor- 
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related with the high reductions potential caused by means of 
the tyrosinase. 

E. Fischer and Hans Schrader (1910) obtained a erystal- 
line compound by mixing glycin-ester and benzochinon in alcohol 
solution. This substance was produced according to the following 


equation. 
O ° 
I 
> ( \ NH-CH,-CO-C,H; 
| | £20,8,0,N-——— | 
Sy H,C.-OC-CH»-NH \v 
| | 
O O 


Recently Harger (1924) obtained a similar compound from 
the mixture of hydrochinon and aliphatic amine in the presence 
of air. 

From these experimental facts it seems to be very likely that 
homo-catechol may react with elycin and give off active hydrogen 
in the following manner. 


ou OH 

| 

y 
uN ~OH / \ of 
| | TN hes CEE CO Ore | +2H 
Ny, HOOC-CH,-NH, / 
| 
(ONG ls (CEs 
SUMMARY. 


1. Tyrosinase gives a high reduction potential with p-cresol and 
elycin in nitrogen-gas. In the presence of oxygen, this is not so 
significant. 

2. Tyrosine itself shows a sufficiently high reductions potential, 
which is not intensified by tyrosinase, even in presence of elyein. 

5 


3. The reduction potential of catechol and hyrochinone, but not 
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that of resorcinol is inereased by tyrosinase in the presence of 
elyein. 
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INTRODUCTION. 

Nagayo (1908) first pointed out, using the method of Best, 
that the auriculo-ventricular junctional system of sheep, calf, ox, 
pig and dog’s heart contains an abundance of glycogen, which 
renders its histochemical differentiation from the surrounding 
tissue easy. Monekeberg (1908) also proved that this is the 
ease with that of the human heart. 

The above finding has been subsequently confirmed by many 
investigators and is believed to be one of the distinguished proper- 
ties of this bundle. 

What significance is attached to this fact from the standpoint 
of the function of this tissue, is still an open question. Though 
the muscle fibre of this tissue is rich in sarecoplasma and poor in 
muscle fibriles yet it was demonstrated by Ishihara and Nomura 
(1923) this it undergoes an automatic and periodic contraction. 
Moreover it is usually assumed that the rate of conduction in the 
Purkinje fibre, which constitutes the distal part of the bundle, is 
far greater than that of the ventricular muscle. Katsunuma 
(1924) also confirmed that indophenol reaction of this conducting 
system, when tested histochemically, shows an outstanding intensity. 
These facts may favour the view that a brisk metabolic process 
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takes place in the system. But how to correlate the high storage 
of glycogen with this metabolic activity is a difficult question. 

Putting aside this problem for a while, notice should be made 
first of all of the fundamental question whether Best’s method 
of glycogen test can give an unmistakable result or not. Best 
eives the following points in support of his test, namely: 

1) the substance, which ean be dyed with carmin, combines 

also with iodine, giving a typical colour of iodine-glycogen. 

2) the substance under consideration can be digested away by 

ptyalin at the temperature of 37°C, so that the tissue so 
treated no longer gives the carmin-reaction. 

Neukirch (1910) claims, however, that this microscopical 
olycogen test sometimes gives an absurd result. For instanee, the 
elycogen in leucocyte can be be dyed with iodine intensely, but not 
at all with carmin. Romieu (1927) also made the observation 
that lecithin gave the positive colour reaction. Quite recently,S. 
Buadze and E. Wertheimer (1928) carried out the quantitative 
determination of glycogen content of the conducting system of 
horse and ox heart and came to the conclusions that 1) the glycogen 
content of the ventricular muscle of the ox vanished too rapidly 
after death to admit the quantitative determination; 2) this was 
not the ease with the horse, so that a reliable result was obtained, 
which shows, quite in contradiction to the view generally held, that 
glycogen content of the conducting system is far inferior to that of 
heart muscle; and 3) this can not be ascribed to the rapid break- 
down due to the metabolic process occurring in the tissue, because 
the oxygen uptake, measured by Barerofts differential manometer, 
betrayed rather a feeble oxydation. 

From what has been mentioned above it is clear that the 
glycogen content of the conducting system of heart awaits re- 
examination and if possible, the divergeney between the histological 
and chemical results should be explained. The present paper 
chiefly deals with these problems. 
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IJ. THE METHOD OF GLYCOGEN DETERMINATION AND THE 
SAMPLING OF THE MATERIAL. 


The glycogen determination of Pfliiger, which is widely used, 
consists in precipitating glycogen from tissue with alcohol after the 
treatment by strong alkali, then converting this into glucose by 
boiling it with hydrochloric acid and finally estimating the amount 
of resulted glucose by the usual method. But by this method some 
reducing substances other than elycogen, may intervene. More- 
over, it was shown by Bierry and Gouzon (1928) that the 
aleohol precipitation is not complete when the amount of glycogen 
is relatively small. 

Taking these misleading factors into consideration the author 
used the Takahata-Kume’s methods after a slight modification, 
which runs as follows. 

50-100 mg. of the Tawara’s bundle (the right or left branch 
of His’s bundle) was weighed out by means of the torsion balance 
into a graduated test tube containing 1 ee. of 30% sodiumhydroxide. 
After being placed 10 minutes in a boiling bath, the tube was trans- 
ferred to the autoclav and submitted to the heating at the tempera- 
ture of 120°C for 30 minutes. After being cooled, the content was 
neutralised with strong hydrochloric acid and further the excess of 
the acid was added so that the final concentration became 10 per- 
cent. 

The whole was heated in a boiling water bath for 40 minutes, 
upon which the glycogen was completely hydrolysed into glucose. 
Cooled and neutralised with sodiumhydroxide, then lec. of 12% 
tungstie acid solution and lee. of 24N. sulphuric acid were 
added and the whole was made up to 10 ce. with distilled water. 
After it was well mixed, the precipitate was filtered off. Of the 
filtrate each 2 ec. was pipetted into 2 test tubes and added with 1 ce. 
of 30% sodiumhydroxide. The content in one of the tubes was 
neutralised at once with concentrated hydrochloric acid and that of 
another was subjected to heating in a boiling water bath for 350 
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minutes to decompose the glucose and after being cooled was neu- 
tralised exactly. Of the content of each tube the reduction power 
was determined by the method of Hagedorn and Jensen. 

The former gives the value of total reduction and the latter 
that of the residual reduction, which is caused by other factors than 
elucose. By subtracting the second value from the first we get 
the reduction’s power which is solely attributed to glucose derived 
from elycogen. 

On the nature of the substances, which give rise to the rest 
reduction, the opinions of many investigators are not altogether 
concordant. Hagedorn and Jensen (1923) state that creatinine 
gives the reduction equal to 47-58% of glucose and uric acid about 
53-58%. According to Becker the creatinine content of heart 
muscle is nearly 0.215—-0.243% ; this, however, will be broken down 
by heating with alkali and, moreover, if it exists, 1s precipitated by 
tungustie acid. 

The same fate can be traced with uri¢ acid, so that in the pro- 
cedures of glycogen determination as above mentioned the errors 
due to these substances can be excluded. The experimental result 
recorded in Table I gives the information in this connection in 
a convincing manner. The substance was treated exactly as the 
tissues in the main procedure. 


TABELE I. 


The negative rest reduction due to creatinine and uric acid. 


Saeranees CC. of N/200 thiosulfat CC. of N/100 thiosulfat 
Cena, solution used solution used 
“ds Hagedorn-Jensen Bang 
Urie acid 1.0 mg. 2.00 1.98 
Creatinine 1.0 mg. 1.96 1.96 
Control 1.98 1.98 


To the substances, which are responsible for the rest reduction 
other than creatinine and urie acid, might be enumerated the pro- 
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tein sphtting products. It is important to see whether these pro- 
duets might change their reducing activities in the course of 
treatment with strong alkali in the later phase of the method. 
For this purpose egg albumin and casein were submitted to the 
examination. The procedure is quite the same as mentioned in the 
determination of glycogen, the tissue here simply being replaced 
with the protein. 


TABLE IT. 


The rest reduction due to protein. 


Total reduction Rest reduction Difference 
in terms of in terms of in terms of 
Protein | glucose glucose glucose 
Hagedorn | Bang | Hagedorn} Bang | Hagedorn | Bang 
59% Ege albumin eS aes bs 

aa Nga 0.174 0.175 0.139 0.128 0.035 0.047 
IPDICGs 0.129 (Osa bila 0.108 0.093 0.021 0.018 
NOL ee, 0.090 0.071 0.072 0.043 0.018 0.028 
Casein 50.0 mg. 0.278 0.200 0.255 0.175 0.018 0.025 


The treatment with alka brought about nearly 20% decrease 
with Hagedorn’s method and a little more with Bang’s. By the 
way, it is noted that there exist more sensitive substances in protein 
cleavages toward Hagedorn’s method than Bang’s. As the re- 
sult of this experiment it is necessary to consider this slight decrease 
when this alkali treatment is appled to find out the rest reduction 
caused by the protein on the supposition that no glycogen is con- 
tained in protein molecule. 

The fundamental point of this method whether glucose in the 
system can be destroyed completely by this treatment with alkali 
was verified again as the following table clearly shows. 

After the above critical survey we can now conclude that 
Takahata and Kume’s principle for the determination of the rest 
reduction can be used conveniently under adequate precaution. 
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TABLE ILL. 


The destruction of glucose with the alkali treatment. 


Hagedorn ce. of N/100 thiosulfate 
Glucose in mg. cc. of N/200 thiosulfate Bang 
solution solution 
0.4 1.95 1.97 
0.2 | 1.96 1.98 
0.1 1.96 1.97 
Control 1.97 1.99 


Sampling. 

The conducting system of dog and pig heart was found too 
small to permit the quantitative determination of its glycogen con- 
tent, so that of the horse and the ox were used exclusively. After 
the animal was killed the heart was removed, put into a freezing 
bottle at once, brought back to the laboratory, and soon submitted 
to the experiment. The isolation of the bundle of Tawara 
was carried out after the descriptions of Tawara (1906) to avoid 
the contamination of heart muscle and some connecting tissues. In 
some instances, the preparation of the bundle was undertaken at the 
slaughter house. An aliquot portion was weighed out there and 
boiled in 30% alkali for 10 minutes, and the further procedure was 
continued in the laboratory. 

The experimental results are indicated in Table IV. 

The above analytical data show in an unmistakable manner 
that the glycogen content of the conducting system of both animals 
is far greater than that of the heart muscle. Moreover, in the 
author’s experiment, the postulation of Baudze and Wertheimer 
that the glycogenolysis of the heart muscle of the ox proceeds much 
faster than that of the horse, could not be verified. 

To measure the rate of glycogenolysis in the conducting bundle 
of His and Tawara is impossible, because, owing to the scarcity 
of the material, we can not follow the change with times on the 
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same material. But it seems cogent to assume that there exists no 
pronounced difference between those in the bundle and the muscle. 

With regard to the difference between the glycogen content of 
the bundles of both sides nothine definite can be said. But it 
seems true that the right Tawara’s bundle contains a little lareer 
amount of glycogen than the left. This might be caused by the 
fact that the former is relatively rich in muscle fiber and arm in 
connecting tissue. 

Hinally it should be noted that the rest reduction of heart 
muscle is usually greater than that of the conducting system. This 
does not, however, invalidate the conelusion at all. 


DISCUSSION. 

Wrom the foregoing experiment, there is no room for doubt on 
the conclusion attained by Nagayo and Moénckebere miscros- 
copically that the His and Tawara’s bundle contains a far larger 
amount of glycogen than heart muscle. But as has already been 
referred to in the introduction, the physiological significance of 
this large glycogen content is difficult to explain. Since the 
olycogen is usually assumed as the source of the kinetic energy of 
muscle contraction, Pick (1924) put forward the idea that a more 
intense metabolic process takes place in the bundle. He considers 
also that a large content of oxydase as proved by Katsunuma may 
lend support in favour of his idea. 

Lewis (1921) postulated that the glycogen content of Pur- 
kinje’s fiber, auricle, ventricle and Tawara’s node decrease in 
the order given, which is met again with the rate of conduction. 

La Franea (1922) observed that when the heart beat was 
accelerated by the application of caffeine the glycogen content in 
the Keith-Flack’s node decreased to a greater extent. 

Though these investigations agree in correlating the greater 
elycogen content with the function of the Tawara’s bundle, 
yet the experimental result which was obtained by the author and 
will be reported in the next communication does not persuade us 
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to accept the above view without hesitation. At any rate the signi- 
ficance of the glycogen in His and Tawara’s bundle can not be 
given satisfactorily at present and awaits further investigation. 


SUMMARIES. 


1. The quantitative determination was made on the glycogen 
contents of the Tawara’s bundle of horse and ox heart and com- 
pared with that of the heart muscle. 

2. It was found that the former is far greater than the latter. 
thus leading to the conclusions that the microscopical results at- 
tained by Nagayo and others stand in agreement with those 
obtained by the chemical analysis. 

The author desires to express his heartiest thanks to Professor 
Dr. Keizo Kodama for his kind advice throughout the course 
of the investigation and to Professor Dr. Makoto Ishihara for 
his kind suggestions. 
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